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Resumen
Los virus fitopato´genos, en conjunto con los otros pato´genos que causan enfermedades en
plantas, generan pe´rdidas de billones de do´lares anualmente en todo el mundo lo cual conlleva
a problemas econo´micos, sociales y de salud principalmente en los pa´ıses en v´ıas de desarrollo.
Particularmente los curtovirus afectan a ma´s de 44 familias de plantas entre los que se en-
cuentran cultivos de intere´s econo´mico como tomate, frijol y chile, este u´ltimo de importancia
cultural y econo´mica en Me´xico al representar la principal economı´a de algunos estados como
Zacatecas. La diseminacio´n de insectos vectores, la presencia de cultivos susceptibles y la apa-
ricio´n de nuevos pato´genos que se combinan con los ya existentes hacen que cada vez sea ma´s
dif´ıcil la identificacio´n a simple vista incluso por expertos en el tema. Desafortunadamente
no existen a la fecha agroqu´ımicos capaces de erradicar estos pato´genos por lo cual resulta
necesario caracterizar la sintomatolog´ıa provocada por cada virus as´ı como crear herramientas
que permitan hacer una identificacio´n de la enfermedad oportunamente.
Con base en lo anterior, en este trabajo se aislo´ el curtovirus BCTV-PeYD de plantas de
chile colectadas en el municipio de Villa de Cos en Zacatecas y posteriormente se utilizo´ este
virus para el disen˜o y construccio´n de un hemid´ımero clonado en el vector pBlueScript SK-,
con esta construccio´n se realizaron ensayos de infeccio´n mediante la te´cnica de biobal´ıstica ob-
teniendo 5 plantas sintoma´ticas de las 6 bombardeadas. Las ima´genes obtenidas se analizaron
transforma´ndolas a los espacios de color RGB y HSV de donde se pueden obtener caracter´ısti-
cas del cambio de coloracio´n o deformacio´n foliar aplicando las operaciones necesarias.
Tambie´n se realizo´ la construccio´n del hemid´ımero BCTV-PeYD en el vector binario pCam-
bia y se transformo´ la cepa de Agrobacterium tumefaciens GV3101 misma que servira´, en el
futuro, para el ana´lisis de expresio´n gene´tica.
Palabras clave: virus fitopato´genos, curtovirus, hemid´ımero, biobal´ıstica, espacios de
color, Agrobacterium tumefaciens.
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Summary
Phytopathogenic viruses, together with the other pathogens that cause plant diseases,
generate billions of dollars of losses annually throughout the world, leading to economic, social
and health problems, mainly in developing countries. Particularly, the curtoviruses affects
more than 44 families of plants, among which are crops of economic interest such as tomatoe,
bean and chili, the latter of cultural and economic importance in Mexico when representing
the main economy of some states such as Zacatecas. The dissemination of insect vectors, the
presence of susceptible crops and the emergence of new pathogens that combine with existing
ones make it increasingly difficult to identify them with the naked eye even by experts in
the field. Unfortunately, actually does not exist agrochemicals capable of eradicating these
pathogens, for which it is necessary to characterize the symptoms caused by each virus as well
as to create tools that allow an identification of the disease in a timely manner.
Based on the above, in this work the BCTV-PeYD curtovirus from chili plants collected
in the municipality of Villa de Cos in Zacatecas was isolated and later this virus was used
for the design and construction of a hemidimer cloned in the vector pBlueScript SK -, with
this construction infection tests were carried out using the biobalistic technique, obtaining
5 symptomatic plants from the 6 bombarded ones. The images obtained were analyzed by
transforming them to the RGB and HSV color spaces, from which it is possible to obtain
characteristics of the change of coloration or foliar deformation by applying the necessary
operations.
The construction of the BCTV-PeYD hemidimer was also carried out in the pCambia binary
vector and the Agrobacterium tumefaciens, strain GV3101 itself was transformed, which will
use, in the future, for the analysis of gene expression.
Key words: phytopathogenic viruses, curtovirus, hemidimer, biobalistic, color spaces,
Agrobacterium tumefaciens.
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Introduccio´n
El chile es una hortaliza de importancia mundial que pertenece a la familia Solanaceae y
al ge´nero Capsicum (Naccarato et al., 2016); Capsicum annuum L. es la especie ma´s popular
de chile cultivada en todo el mundo debido a que dentro de esta especie se encuentran frutos
picantes y dulces (Kumar et al., 2006), su centro de origen y domesticacio´n fue Mesoame´rica
en Me´xico y de ah´ı se disperso´ a trave´s del mundo durante la e´poca colonial.
En Me´xico, el cultivo del chile ha tenido gran trascendencia econo´mica, social y cultural;
su importancia econo´mica radica en que es un importante producto utilizado en diferentes
sectores industriales. En la industria farmace´utica se usa desde el an˜o 1937, fecha en la cual el
me´dico hu´ngaro Albert Szent-Gyo¨rgyi gano´ el Premio Nobel en Fisiolog´ıa y Medicina por la
deteccio´n de la vitamina C en un tipo de chile (pa´prika) y sus efectos antiescorbu´ticos, aunque
fue desde 1494 que ya se hab´ıan descrito, por primera vez, los efectos medicinales del cultivo.
En la industria cosme´tica se utiliza para la elaboracio´n de maquillajes gracias a los pigmentos
que se pueden extraer del fruto y con ello obtener colores rojos o rosados para los productos
de belleza; dichos pigmentos tambie´n son utilizados en la industria av´ıcola para proporcionar
un color ma´s amarillo tanto a las yemas de los huevos como a la piel de los pollos (Aguilar-
Rinco´n et al., 2010; CONAPROCH, 2014). En la cocina es considerado una de las principales
especias debido al aporte de color, sabor y aroma que brinda a los platillos; la versatilidad
que brinda al poder consumirlo en fresco o seco lo hacen un ingrediente indispensable para la
preparacio´n de alimentos a nivel mundial (Aguilar-Rinco´n et al., 2010; Jin et al., 2009). La
produccio´n de chile es de las actividades ma´s importantes en el pa´ıs debido a la gran derrama
econo´mica que genera, en el an˜o 2014 se cosecharon 2,732,635.07 toneladas con un valor total
de la produccio´n de $17,896,024,064.54 (SIAP, 2010).
Por otro lado, el chile junto con el ma´ız y el frijol, han sido fuente de alimentacio´n para la
poblacio´n mexicana por lo cual le da un valor social importante al cultivo. El chile ha formado
parte de la cultura desde e´pocas antiguas donde era utilizado en algunos aspectos religiosos o
bien como tributo o pago de impuestos junto con otros productos agr´ıcolas (Aguilar-Rinco´n
et al., 2010). Adema´s del auge que tiene la utilizacio´n del chile en la cocina mundial debido
a sus diversidad de usos, para varios estados del pa´ıs, el chile es el producto agr´ıcola ma´s
importante debido a la generacio´n de empleos que e´ste brinda en el sector rural empleado de
250 a 300 jornales por an˜o en las diferentes actividades del cultivo, as´ı mismo activa econo´mi-
camente otros sectores de la cadena de produccio´n y comercializacio´n como los transportistas,
procesadores, proveedores de recursos, prestadores de servicios, entre otros (Robles-Herna´ndez
et al., 2010).
Me´xico se posiciona como el segundo productor de chile en el mundo aportando el 7.4 %
del volumen total mundial (SIAP, 2016), esta hortaliza es la segunda ma´s producida en el
territorio nacional. Los principales estados productores del pa´ıs son:
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# Estado Volumen (ton)
1 Chihuahua 816,235
2 Sinaloa 601,736
3 Zacatecas 245,763
4 San Luis Potos´ı 221,914
5 Sonora 130,270
6 Michoaca´n 119,216
7 Jalisco 117,602
8 Guanajuato 102,273
9 Tamaulipas 64,054
10 Baja California Sur 53,902
Resto 309,376
Total nacional 2,782,341
Tabla 1: Principales estados productores de chile en Me´xico. SIAP, 2016.
Dentro del mercado nacional, por la forma de comercializacio´n, el producto se clasifica
en 2 tipos: chiles para consumo en fresco y chiles para consumo en seco; los primeros son lo
que se cosechan verdes y entre ellos destacan el habanero, manzano, serrano, jalapen˜o, gu¨ero,
hu´ngaro, poblano, pimiento; entre los principales chiles para secado se encuentran el ancho,
guajillo, puya, pasilla y de a´rbol. Cabe mencionar que algunos tipos de chiles se consumen
tanto en fresco como en seco, tal es el caso del chile poblano (verde) o ancho (seco) (Vela´squez-
Valle et al., 2014). Zacatecas ocupa el primer lugar como productor de chile para secado, con
casi 31,000 hecta´reas cosechadas (SIAP, 2010).
Al igual que con otros cultivos, la produccio´n de chile se ve afectada por factores abio´ticos
entre los que se encuentran salinidad, erosio´n del suelo, climas extremos, etc. y por factores
bio´ticos como plagas, virus, fitoplasmas, bacterias, hongos, etc., los cuales reducen la calidad
en su produccio´n (Ochoa-Alejo and Ramirez-Malagon, 2001). En particular, los virus son
responsables de causar graves pe´rdidas en la produccio´n de cultivos de chile (Lee et al., 2009).
Dentro de toda la gama de virus que existe, los curtovirus (familia Geminiviridae) afectan
a ma´s de 300 especies de plantas, incluidos cultivos, ornamentales y malezas de al menos 44
familias. Los cultivos mayormente impactados son frijol, chile, espinaca, remolacha azucarera
y tomate (Lam et al., 2009).
Actualmente las infecciones presentes en los cultivos son causadas por 2 o ma´s pato´ge-
nos (infecciones mixtas) dificultando el diagno´stico a simple vista inclusive haciendo que los
s´ıntomas se parezcan cada vez ma´s entre diferentes pato´genos, siendo el diagno´stico molecu-
lar la herramienta ma´s utilizada para elucidar los agentes causales. Por lo tanto, definir la
sintomatolog´ıa espec´ıfica de cada pato´geno resulta crucial para la sanidad vegetal del estado.
A pesar de los esfuerzos realizados para contener a los geminivirus y sus insectos vectores,
las enfermedades causadas por estos agentes se esta´n volviendo ma´s frecuentes inclusive apa-
reciendo en regiones que antes estaban libres de dichas enfermedades (Varma and Malathi,
2003). Lamentablemente, las te´cnicas para eliminacio´n de virus en plantas son nulas, por lo
cual resulta de gran importancia el estudio de los mismos para desarrollar herramientas que
ayuden a su prevencio´n y posible control.
Las te´cnicas de diagno´stico en enfermedades de plantas ma´s empleadas actualmente pre-
sentan ciertas desventajas al requerir equipos y reactivos costosos y sofisticados, personal
3calificado para el manejo y una de las principales limitantes es el tiempo para obtener resul-
tados, lo cual resulta crucial a la hora de tomar decisiones para combatir una enfermedad.
Con base en lo anterior el procesamiento digital de ima´genes se esta consolidando como una
herramienta ra´pida y confiable para la deteccio´n y cuantificacio´n de enfermedades que afectan
a los cultivos de intere´s econo´mico (Contreras Medina, 2012; Gonza´lez Pe´rez, 2014).
Es por eso que el objetivo del presente trabajo fue identificar y aislar, mediante te´cni-
cas moleculares, los curtovirus que afectan al cultivo de chile para secado en Zacatecas y a
partir de los genomas aislados, disen˜ar un hemid´ımero que permita caracterizar biolo´gica y
filogene´ticamente al menos un virus.
Planteamiento del problema
En Zacatecas, el cultivo del chile representa una parte importante tanto a nivel econo´mico
como cultural siendo uno de los principales generadores de empleo en los campos agr´ıcolas.
Sin embargo, esta solana´cea esta´ expuesta a enfermedades virales muy diversas, las cuales im-
pactan negativamente en la productividad de los campos e invernaderos comerciales afectando
la economı´a de los productores.
Pese a su importancia e incidencia relativamente alta en ciertas regiones agr´ıcolas del esta-
do, a la fecha se conoce muy poco de los virus que comu´nmente afectan cultivos como el chile,
jitomate, frijol y otras hortalizas cultivadas en la entidad, provocando pe´rdidas econo´micas
grandes pero de las que no se tiene ningu´n estimado al presente.
Las te´cnicas de eliminacio´n de virus son pra´cticamente nulas al no existir agroqu´ımicos
capaces de controlar o erradicar las enfermedades causadas por estos agentes, dejando como
u´nica estrategia de control el diagno´stico oportuno de la infeccio´n viral. Aunado a e´sto, los
me´todos de diagno´stico existentes resultan tardados, costosos, destructivos y poco pra´cticos
en campo.
Toda estrategia de control y prevencio´n de infecciones virales, depende de conocer la
identidad de los agentes causales de una enfermedad espec´ıfica y su capacidad infectiva, pues
entre ma´s conocimiento se tenga del fitopato´geno y las afectaciones que e´ste produce, ma´s
datos claves se tendra´n para disen˜ar e implementar nuevas estrategias que a futuro permitan
combatir la enfermedades causadas por virus como los curtovirus.
La comercializacio´n de explantes infectados, el aumento de a´reas con monocultivos, au-
mento en el rango de hospederos susceptibles a infecciones virales, el uso inadecuado de
insecticidas, la falta de te´cnicas de diagno´stico apropiadas, etc. contribuyen a la diseminacio´n
de virus a trave´s de nuestro pa´ıs.
Justificacio´n
Los estudios sobre infecciones virales en cultivos de alta rentabilidad son muy escasos. El
creciente nu´mero de curtovirus y enfermedades agr´ıcolas asociadas con su presencia en nuestro
pa´ıs, crea la necesidad de disen˜ar mejores te´cnicas de diagno´stico molecular que hagan factible
el aislamiento y caracterizacio´n biolo´gica de los mismos, au´n cuando se encuentren formando
parte de una infeccio´n mixta.
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Utilizar una variedad de te´cnicas diagno´sticas ra´pidas y basadas en la te´cnica de PCR,
disen˜adas para amplificar e identificar la presencia de infecciones causadas por curtovirus,
adema´s de iniciar con el ana´lisis sobre la capacidad infectiva y las afectaciones que producen
los curtovirus en los cultivos de chile presentes en el estado de Zacatecas, permitira´ un gran
avance en el a´rea de diagno´stico molecular de virus.
Las desventajas presentadas por los me´todos de diagno´stico viral hacen necesario disen˜ar
herramientas tecnolo´gicas, tales como el procesamiento digital de ima´genes, que posibiliten la
identificacio´n y cuantificacio´n de enfermedades virales en tiempo real y en las zonas geogra´fi-
cas afectadas, permitiendo con e´sto un manejo ra´pido y adecuado de la enfermedad.
Hipo´tesis
El uso de clonas infectivas basadas en hemid´ımeros virales facilita la caracterizacio´n
biolo´gica de los curtovirus y permite la obtencio´n de ima´genes para la generacio´n de una
base de datos de la sintomatolog´ıa para cada uno de ellos.
Objetivos
Objetivo general
Caracterizar biolo´gicamente al menos un curtovirus que afecte al cultivo de chile en Zaca-
tecas mediante el disen˜o y uso de hemid´ımeros.
Objetivos espec´ıficos
Identificar y colectar plantas de chile enfermas que presenten una sintomatolog´ıa carac-
ter´ıstica de infeccio´n por curtovirus.
Aislar e identificar por la te´cnica de PCR mediante el uso de iniciadores universales a
los curtovirus presentes en las muestras analizadas.
Disen˜ar y generar la construccio´n de clonas infectivas que contengan hemid´ımeros del o
los curtovirus aislados durante el presente trabajo.
Caracterizar biolo´gicamente al o los curtovirus aislados utilizando plantas de Nicotiana
benthmiana mediante la te´cnica de biobal´ıstica.
Transformar la cepa de Agrobacterium tumefaciens GV3101 con el o los hemid´ımeros
obtenidos a partir de los curtovirus aislados.
Evaluar la aparicio´n de s´ıntomas y confirmar por PCR la infeccio´n causada por el o los
curtovirus utilizados en las plantas de N. benthamiana.
Crear una base de datos con las ima´genes obtenidas de la sintomatolog´ıa observada para
cada curtovirus.
Cap´ıtulo1
Antecedentes
1.1 Me´todos de diagno´stico de virus en plantas
Se cree que la primera referencia sobre la presencia de un geminivirus fue descrita en el
an˜o 752 DC en un poema hecho por la emperatriz japonesa Koken, en el cual se refer´ıa a la
apariencia de una hoja que presentaba una coloracio´n amarilla, la cual se asemeja al mosaico
amarillo t´ıpico de geminivirus (Saunders et al., 2003).
Si bien, la primera te´cnica para la deteccio´n de virus fue la simple observacio´n de los
s´ıntomas era muy fa´cil confundir dicha sintomatolog´ıa con otros problemas de la planta como
infeccio´n por otros pato´genos, deficiencias nutricionales, respuesta a condiciones ambientales,
etc. Debido a las complicaciones de la simple observacio´n se paso´ al diagno´stico con microsco-
pio, esta te´cnica permite, mediante la observacio´n de inclusiones, ubicar la patolog´ıa presente;
las te´cnicas ma´s utilizadas son microscop´ıa o´ptica en donde se hace una observacio´n de la
muestra so´lo haciendo cortes y la te´cnica de microscop´ıa electro´nica donde se tin˜en las mues-
tras para su observacio´n o la utilizacio´n de antisueros espec´ıficos para la captura selectiva del
virus (microscop´ıa electro´nica inmunoabsorbente, ISEM por sus siglas en ingle´s); sin embargo,
los equipos utilizados son costosos y se necesita la capacitacio´n de te´cnicos para el manejo
adecuado de las muestras (Gonza´lez Arias et al., 2002; Roberts et al., 1984; Soto et al., 2005;
Vela´squez-Valle et al., 2014).
Posteriormente se utilizaron te´cnicas serolo´gicas para la deteccio´n de virus. Una de las ma´s
utilizadas es la prueba de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (Durrin et al., 2010;
Heydarnejad et al., 2007) basada en la unio´n covalente de enzimas con anticuerpos espec´ıficos,
conservando las propiedades catal´ıticas de las enzimas; las variantes de esta te´cnica son: el
me´todo de ELISA indirecto, el me´todo directo de doble anticuerpo tipo sa´ndwich (DAS-
ELISA) y una variante de esta u´ltima prueba es el triple anticuerpo tipo sa´ndwich (TAS-
ELISA) (Robles-Herna´ndez et al., 2014). Sin embargo, la produccio´n de ant´ıgenos virales
espec´ıficos se enfrenta con problemas te´cnicos que los hace dif´ıciles de producir. Otras de las
te´cnicas utilizadas se basan en la hibridacio´n del ADN viral utilizando una sonda de ADN
radioactiva que reconoce por complementariedad de bases al ADN problema unido a una
membrana de nylon, despue´s se realiza una autoradiograf´ıa de la membrana y se establece si
la sonda se unio´ al ADN de intere´s y comprobando si existe o no una infeccio´n causada por
virus (Soto et al., 2005; Vela´squez-Valle et al., 2014).
A finales de los an˜os 80’s aparecio´ una te´cnica molecular conocida como reaccio´n en cadena
de la polimerasa (PCR por sus siglas en ingle´s) la cual consiste en generar una gran cantidad
de copias de un fragmento de ADN a partir de pequen˜as muestras de tejido fresco, seco
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o liofilizado, un requisito fundamental para que la reaccio´n se lleve a cabo es disponer de
fragmentos cortos de ADN de cadena sencilla que son complementarios a los extremos del
fragmento a amplificar, estos fragmentos se conocen como cebadores o primers; adema´s, se
estandarizan variantes como la temperatura, concentracio´n de inoes de Mg2+, ADN polimerasa
termo-resistente, etc. (Robles-Herna´ndez et al., 2014; Vela´squez-Valle et al., 2014). Hasta hoy
en d´ıa es de las te´cnicas ma´s utilizadas para el diagno´stico molecular de virus alrededor del
mundo (Heydarnejad et al., 2007; Lam et al., 2009; Reveles-Torres et al., 2012; Vela´squez-Valle
et al., 2012b).
Debido a que las te´cnicas serolo´gicas y moleculares presentan desventajas al no reali-
zar ana´lisis in situ, ser destructivas o no presentar resultados en tiempo real, me´todos de
diagno´stico como el ana´lisis digital de ima´genes esta´n siendo utilizados como alternativa pa-
ra la identificacio´n de enfermedades virales y bacterianas as´ı como la cuantificacio´n de los
s´ıntomas provocados por dichos pato´genos tales como necrosis, clorosis, mosaicos, manchas
blancas y deformacio´n foliar (Contreras Medina, 2012; Gonza´lez Pe´rez, 2014); este me´todo
resulta ventajoso al no requerir equipos costosos ni personal capacitado para su uso, adema´s
puede realizar diagno´sticos en campo los cuales proporcionan informacio´n para hacer acciones
correctivas de manera oportuna.
1.2 Me´todos de infeccio´n por virus en plantas
Aunque la transmisio´n de virus a trave´s de insectos era la forma natural de propagacio´n
de estos pato´genos, surgio´ la necesidad de buscar otros me´todos de infeccio´n para analizar
la respuesta de la planta al ser infectada y la sintomatolog´ıa espec´ıfica que este hue´sped
presentaba.
Para la infeccio´n de plantas con virus sin la utilizacio´n de vectores, se ha recurrido a la
te´cnica de clonacio´n molecular, una de las herramientas ma´s utilizada en el a´rea de ingenier´ıa
gene´tica por la facilidad que presenta para el ana´lisis de cualquier genoma. Esta te´cnica consta
de varias etapas: primero se a´ısla, fragmenta y amplifica el ADN del organismo de intere´s;
despue´s se hace la unio´n de los fragmentos del ADN amplificado en un vector de clonacio´n el
cual permite la recombinacio´n del ADN fora´neo en un sitio de restriccio´n que corta al vector
pero no afecta su replicacio´n; por u´ltimo, se introduce el ADN clonado (clona infectiva) en un
organismo receptor (Robles-Herna´ndez et al., 2014). La introduccio´n de las clonas infectivas
a la planta hue´sped se puede hacer por diferentes me´todos de inoculacio´n.
La inoculacio´n de virus de plantas mediada por Agrobacterium tumefaciens (agroinocu-
lacio´n) fue reportada por primera vez por Grimsley et al. (1987), la cual fue utilizada para
infectar plantas dicotiledo´neas y monocotiledo´neas con el ADN clonado en un vector binario
(Briddon et al., 1989). Durante la transformacio´n de plantas por Agrobacterium los genes
de virulencia codificados por el pla´smido Ti (tumor inducing) son inducidos por compuestos
excretados por heridas en tejidos de la planta. Como consecuencia, el T-DNA, un fragmento
del pla´smido delimitado por secuencias fronterizas de 25 pares de bases (pb) de longitud, se
transfiere a las ce´lulas de la propia planta donde se integra en el ADN nuclear; cualquier
ADN que se encuentre entre las secuencias fronterizas es transferido tambie´n a las plantas. Si
el T-DNA contiene genomas de virus o viroides parcial o completamente duplicados, pueden
escapar copias del genoma del virus y, al menos para las combinaciones competentes de virus-
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hospedero, replicarse y propagarse sistema´ticamente (Grimsley et al., 1987); sin embargo, las
dos mayores desventajas de este procedimiento es que las plantas necesitan un largo periodo
de tiempo para recuperarse y expresar s´ıntomas despue´s de la inoculacio´n y la segunda es el
tiempo que se necesita para el disen˜o y construccio´n del vector recombinante que contenga el
fragmento de intere´s (Garzo´n-Tiznado et al., 1993).
Posteriormente surgio´ otro me´todo de infeccio´n sin la necesidad de usar bacterias como
veh´ıculo para ingresar a la planta, la inoculacio´n por biobal´ıstica en la cual se introducen a´cidos
nucleicos a las plantas. En esta te´cnica microproyectiles (usualmente pequen˜as part´ıculas de
tungsteno), cubiertos con el ADN (clonado en un vector) a inocular, se dirigen a plantas
intactas, en una ca´mara de vac´ıo, impulsada por una gas comprimido, usualmente helio; estos
microproyectiles pueden atravesar las paredes celulares y membranas e ingresar en las ce´lulas
vegetales intactas sin matarlas. Aunque la te´cnica es muy eficiente, se requiere de equipo muy
especializado el cual es muy costoso, dif´ıcil de construir y muy inco´modo. Otra desventaja
que presenta es que las plantas inoculadas tienen que ser lo suficientemente pequen˜as para
entrar en la ca´mara de vac´ıo (Garzo´n-Tiznado et al., 1993; Guenoune-Gelbart et al., 2010;
Klein et al., 1987).
Debido a las desventajas que presentan los me´todos de agroinoculacio´n y biobal´ıstica,
surgio´ otro me´todo menos engorroso y que so´lo necesita de ciertas consideraciones como la
fase foliar apropiada, la cantidad adecuada de ADN y la combinacio´n planta-hospedero, esta
es la te´cnica de abrasio´n. Este procedimiento consiste en erosionar las hojas de la plantas que
sera´n inoculadas con un material abrasivo (carborundum, tambie´n se puede usar polvo de
vidrio), posteriormente se agrega una solucio´n de agua con el ADN (clonado en un vector)
y se distribuye en las hojas blanco para inocular las planta (Ascencio-Iban˜ez and Settlage,
2007).
Algunos estudios donde se combinan estas te´cnicas se describen a continuacio´n.
Se han realizado clonas infectivas con diferentes virus de la familia Geminiviridae. Existen
reportes de clonas hechas con un geminivirus distinto a los conocidos Eragrostis curvula streak
virus (ECSV) con un vector de clonacio´n binario (Bernardo et al., 2013).
La creacio´n de clonas infectivas utilizando vectores binarios se ha realizado con becurto-
virus (BCTIV) (Eini et al., 2016) y con diferentes begomovirus (TYLCV, CaLCuV, TGMV,
PHYVV y PepGMV) realizando la agro-inoculacio´n de la clona mediante infiltracio´n sin jerin-
ga (Bang et al., 2014; Jin et al., 2012) o mediante agro-abrasio´n de las hojas (Ascencio-Iban˜ez
and Settlage, 2007) en la cual, la clona infectiva fue disen˜ada en forma de hemid´ımero.
En cuanto a las clonas infectivas con curtovirus, se tienen disen˜os basados en d´ımeros con
los virus SSCTV y SCTAV (Herna´ndez-Zepeda et al., 2013) y el par de virus BSCTV y
BMCTV (Sedano et al., 2012), ambas clonas siendo agro-inoculadas por infiltracio´n.
Se han reportado clonas infectivas con los curtovirus BCTV y BSCTV utilizando dife-
rentes vectores como el pGEM-T Easy y agro-inoculando en plantas de chile (Creamer et al.,
2005) o el vector binario pCGN1547 y probando su virulencia en algunas cucurbita´ceas tales
como melo´n, calabacita y sand´ıa (Chen and Gilbertson, 2009).
Otros trabajos se han realizado con diferentes tipos de curtovirus como el SCTV en
combinacio´n con el vector binario pMON521 (Baliji et al., 2004) o el curtovirus BMCTV con
el vector binario PVCCbin 19 (Chen et al., 2010), con dicha clona se agro-inocularon por
infiltracio´n N. benthamiana y Capsella bursapastoris.

Cap´ıtulo2
Marco teo´rico
2.1 Virus fitopato´genos
Los virus son part´ıculas infecciosas que actu´an como para´sitos celulares obligados y es-
pecializados ya que modifican el mecanismo celular de su hospedero para autorreplicarse y
de esta manera prevalecer (Vega-Arreguin and Rivera-Bustamante, 2001). Necesitan de ce´lu-
las vivas para su multiplicacio´n por lo cual no matan a su hospedero de forma directa pero
desv´ıan el metabolismo para su beneficio provocando que el hospedero enferme; en el caso
de las plantas la sintomatolog´ıa causada va desde cambios en la coloracio´n, necrosis hasta la
muerte (Sepu´lveda R. et al., 2011).
Se consideran agentes pato´genos cuyo genoma puede estar codificado en mole´culas de DNA o
RNA y pueden ser monocatenarios (cadena sencilla) o bicatenarios (cadena doble); el genoma
puede ser lineal o circular y puede ser monopartita (estar contenido en una sola mole´cula) o
multipartita (contenido en varias mole´culas). Casi todos los organismos unicelulares y pluri-
celulares pueden ser infectados por virus (Vega-Arreguin and Rivera-Bustamante, 2001).
Existe una gran cantidad de virus que afectan plantas y por ende causan cuantiosos dan˜os a
los cultivos. El registro ma´s antiguo de una infeccio´n viral se encuentra en una publicacio´n
de 1576 en donde se describ´ıa un amarillamiento en las flores de los tulipanes, aunque en ese
tiempo no se reconocio´ como tal y los moteados que presentaban las flores eran ma´s bien
considerados como un beneficio para su venta (Garc´ıa Neria et al., 2010).
Los virus de plantas pueden ser transmitidos por diferentes v´ıas, pero estos agentes guardan
una relacio´n estrecha con los insectos al usarlos como vectores, tal es as´ı que muchos virus
dependen enteramente de los insectos para ser transmitidos de plantas enfermas a sanas, este
tipo de infeccio´n es el de mayor incidencia y eficacia (Fraenkel-Conrat and Williams, 1955).
Dentro de los virus de plantas, el 90 % poseen genomas de RNA mientras que so´lo el 10 %
posee genomas de ADN. Los virus de ARN tienen su ciclo de replicacio´n en el citoplasma
mientras que los de ADN lo tienen asociado al nu´cleo, de esta misma manera los virus de
ARN tienen mecanismos de regulacio´n diferentes a los de las plantas mientras que los de
ADN muestran mecanismo similares a los vegetales (Vega-Arreguin and Rivera-Bustamante,
2001).
Dentro de los virus de ADN se encuentra la familia Geminiviridae, constituida por virus
pato´genos de plantas que afectan a gran nu´mero de cultivos alrededor del mundo ocasionando
numerosas pe´rdidas econo´micas.
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2.2 Geminivirus
Los geminivirus (familia Geminiviridae) son el segundo grupo de virus ma´s grande de
plantas, esta´n compuestos por 1 o 2 mole´culas circulares de ADN de cadena sencilla que
contienen de 2600 a 3000 nucleo´tidos. Su nombre se debe a la morfolog´ıa de sus part´ıculas
(gemini = gemelos), las cuales tienen la apariencia de dos poliedros regulares ide´nticos unidos
lateralmente por una de sus caras (Loconsole et al., 2012; Torres-Pacheco et al., 1996).
Estos virus han estado afectando cultivos de intere´s econo´mico y son la mayor amenaza para
los pa´ıses en desarrollo en las regiones del tro´pico y sub-tro´pico del mundo (Rey et al., 2012).
Infectan cultivos de importancia econo´mica como casava, ma´ız, chile, tomate, frijol, entre
otros, causando importantes pe´rdidas econo´micas en todo el mundo (Bernardo et al., 2013).
De acuerdo a la clasificacio´n taxono´mica de Varsani et al. (2014b), la familia Geminiviridae
se divide en 7 ge´neros de acuerdo a su rango de hospederos (mono o dicotiledo´neas), su
insecto vector (chicharrita o mosquita blanca) y su organizacio´n geno´mica (mono o bipartita)
(Vega-Arreguin and Rivera-Bustamante, 2001); estos ge´neros son:
Becurtovirus: tienen un genoma monopartita y esta´n constituidos por dos especies, su
virus tipo es el Beet curly top Iran virus (BCTIV), infectan plantas dicotiledo´neas y son
transmitidos por chicharritas.
Begomovirus: su genoma puede ser mono o bipartita, su virus tipo es el Bean golden
yellow mosaic virus (BGYMV), infectan plantas dicotiledo´neas y su insecto vector es la
mosquita blanca.
Curtovirus: poseen un genoma monopartita, su virus tipo es el Beet curly top virus
(BCTV), so´lo infectan plantas dicotiledo´neas y son transmitidos por chicharritas.
Eragrovirus: su genoma es monopartita, su virus tipo y u´nica especie es Eragrostis cur-
vula streak virus (ECSV), infectan plantas dicotiledo´neas y el insecto que los transmite
es la chicharrita.
Mastrevirus: tienen un genoma monopartita, su virus tipo es el Maize streak virus
(MSV), infectan tanto a plantas mocotiledo´neas como dicotiledo´neas, son transmitidos
por chicharritas.
Topocovirus: poseen un genoma monopartita, su virus tipo y u´nico miembro es Tomato
pseudo curly top virus (TPCTV), infectan plantas dicotiledo´neas y son trasnmitidos por
cicharritas.
Turncurtovirus: tienen un genoma monopartita, su virus tipo es Turnip curly top virus
(TCTV), infectan plantas dicotiledo´neas y su insecto vector es la chicharrita.
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Los miembros de este ge´nero pertenecen a la familia Geminiviridae, presentan genomas
monopartitas circulares de cadena sencilla (ssDNA) de aproximadamente 3.0 Kb encapsulados
en part´ıculas gemelas icosae´dricas (Figura 2.1), infectan plantas dicotiledo´neas y son transmi-
tidos por la chicharrita de la remolacha (Circulifer tenellus Baker) (Chen et al., 2010; Creamer
et al., 2005), su transmisio´n meca´nica o por semilla es my dif´ıcil (Bennett, 1971). Aunque su
diversidad es pequen˜a en comparacio´n con otros ge´neros pertenecientes a los geminivirus,
afectan a ma´s de 300 especies de plantas pertenecientes a 44 familias de las cuales infectan
cultivos hort´ıcolas, ornamentales y malezas. Los cultivos de intere´s econo´mico ma´s afecta-
dos son frijol comu´n (Phaseolus vulgaris), chile (Capsicum annuum L.), espinaca (Spinacia
oleracea), betabel (Beta vulgaris L.), tomate (Lycopersicum esculentum Mill.) y numerosas
cucurbita´ceas incluyendo melo´n (Cucumis melo), chayote (Sechium edule), calabaza (Cucur-
bita pepo) y pepino (Cucumis sativus) (Bennett, 1971; Harveson, 2015).
Figura 2.1: Micrograf´ıa electro´nica de las part´ıculas geminadas del virus de la punta rizada. Con flechas
bancas se sen˜alan las part´ıculas que se encuentran agrupadas y con flechas negras las part´ıculas individuales.
Fuente: Harveson (2015).
Dentro de la sintomatolog´ıa que provocan estos virus se encuentran enanismo (en algunas
especies se acompan˜a de amarillamiento), enchinamiento, rizado o torcedura de las hojas y
tumefaccio´n y distorsio´n de las venas. La severidad de los s´ıntomas var´ıa con la virulencia del
virus y la susceptibilidad del hospedero (Bennett, 1971).
De acuerdo con Varsani et al. (2014a), la clasificacio´n taxono´mica de los curtovirus incluye
3 especies, las cuales son: Beet curly top virus (BCTV) el virus tipo de este ge´nero, Spinach
severe surly top virus (SpSCTV) y Horseradish curly top virus (HrCTV).
2.3.1 Historia de los curtovirus
El conocimiento sobre la aparicio´n de los curtovirus no es del todo clara ya que se con-
fund´ıan los s´ıntomas que provocaban estos virus con otras enfermedades y desordenes. De
acuerdo con Townsend (1908), en el reporte del Departamento de Agricultura de los Esta-
dos Unidos (USDA por sus siglas en ingle´s), se observaron distintos casos de enfermedades
causadas por curtovirus en plant´ıos de remolacha antes de 1888 en Nebraska.
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En 1897, George Austin reporto´ severas pe´rdidas para la empresa Utah Sugar Company a
causa de los curtovirus. Se siguieron reportando extensas pe´rdidas en California en el an˜o 1899
y al an˜o siguiente la enfermedad fue reportada en todos los estados del occidente de Estados
Unidos en donde se cultivaba remolacha azucarera. Desde 1900 ya se ten´ıa presencia de la
enfermedad en campos de remolacha azucarera y otros cultivos en a´reas extensas y separadas
del occidente de Estados Unidos, lo cual sugiere que la enfermedad ya estaba ampliamente
distribuida antes de ser reconocida pro primera vez como una enfermedad distinta a otras ya
existentes (Bennett, 1971; Harveson, 2015).
Fue en el an˜o de 1905 cuando Ball sospechaba de la relacio´n entre la alimentacio´n de la
chicharrita de la remolacha con la propagacio´n y desarrollo de la enfermedad del rizado de la
punta de la hoja, sin embargo, la aparicio´n de la enfermedad no se atribu´ıa a ninguna entidad
viral o pato´gena. Fue hasta 1915 que P. A. Boucquet y W. J. Hartung establecieron la relacio´n
entre el virus y el vector de manera irrefutable; ellos mostraron que cuando las chicharritas
se alimentaban de remolachas con s´ıntomas de la punta rizada, estos s´ıntomas aparec´ıan en
remolachas previamente sanas, lo cual sugirio´ fuertemente una etiolog´ıa viral; sin embargo,
fue hasta los an˜os 70’s que la identidad del pato´geno se establecio´ formalmente (Harveson,
2015).
La baja concentracio´n del pato´geno en plantas infectadas dificultaba el aislamiento y
purificacio´n, por lo tanto, fue hasta 1974 que se aislo´ un virus de tabaco y se mostro´ que
adoptaba una morfolog´ıa de part´ıculas geminadas caracter´ıstica de infeccio´n por geminivirus.
Los componentes virales geno´micos fueron eventualmente clonados de aislados virales de ADN
de plantas de remolacha azucarera y caracterizados por secuenaciacio´n en 1986. Los estudios
de infectividad usando los componentes geno´micos clonados y su transmisio´n por C. tenellus
confirmaron que la enfermedad del rizado de la hoja era causada por el curtovirus Beet Curly
Top Virus (BCTV) (Stanley, 2008).
2.3.2 Distribucio´n geogra´fica
En las zonas a´ridas y semia´ridas del occidente de los Estados Unidos es donde ma´s se ha
monitoreado la enfermedad de la punta rizada causada por curtovirus ya que en estas regiones
el vector C. tenellus se ve favorecido. En el an˜o de 1955 dos curtovirus fueron detectados en
remolacha azucarera en los estados de California, Colorado, Idaho, New Mexico, Oregon,
Washington, Wyoming y Texas.
De acuerdo con Bennett (1971), la enfermedad de la punta rizada fue reportada en 1955
en el cultivo de jitomate en Puerto Rico por Adsur. En Costa Rica la misma enfermedad era
ma´s o menos comu´n en jitomate por el an˜o de 1961, segu´n reporto´ Rodriguez. No se hab´ıa
determinado si la enfermedad en estas a´reas era causada por el virus de Norte Ame´rica o por
un virus de Sudame´rica que causaba la misma enfermedad.
Cerca de Eskisehir, Turqu´ıa, la enfermedad de la punta rizada fue encontrada en remolacha
azucarera en 1955. Kheyri y Alimoradi reportaron la misma enfermedad bastante generalizada
en Iran en 1969.
Heydarnejad et al. (2007), reportaron la presencia de un nuevo curtovirus presente en
diferentes regiones del sudeste, sur y centro de Ira´n el cual fue aislado de vegetales y malezas.
Otro nuevo curtovirus, el pepper yellow dwarf virus (virus del amarillamiento y enanismo del
chile) fue descrito por Lam et al. (2009) en Nuevo Me´xico infectando chile y malezas cercanas
a dicho cultivo.
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Una variante de Beet Severe Curly Top Virus (BSCTV) es asociada con la enfermedad de
la punta rizada presente en la cuenca del Mediterra´neo, lo cual implica un origen comu´n para
los virus del Viejo y Nuevo Mundo. Experimentos indican que las poblaciones de chicharrita
en ambas partes del mundo esta´n estrechamente relacionadas, aunque la diversidad gene´tica
es mucho ma´s grande en el viejo mundo que en los Estados Unidos. Junto con el hecho que la
remolacha azucarera es nativa de Europa, se ha sugerido que la enfermedad se origino´ en el
viejo mundo y fue introducida a EE. UU. desde la cuenca del Mediterra´neo como resultado
de la introduccio´n de plantas infectadas acompan˜adas de insectos virulentos (Bennett, 1971;
Stanley, 2008).
Los curtovirus en Me´xico
La distribucio´n de los curtovirus en Me´xico no esta´ dilucidada completamente ya que
existen pocos reportes referentes a la presencia de estos pato´genos en el territorio mexicano.
A pesar de la proximidad de nuestro pa´ıs con zonas infectadas por curtovirus, fue en el an˜o
2008 cuando se publico´ el primer reporte de Beet mild curly top virus (BCTV-Mld) infectando
chile en el Norte-Centro de Me´xico, espec´ıficamente en Aguscalientes y Zacatecas (Vela´squez-
Valle et al., 2008).
En el an˜o 2011, se reporto´ la presencia de Beet severe curly top virus (BCTV-SvrPep)
en la zona sur-central del estado de Chihuahua infectando chile jalapen˜o (Robles-Hernandez
et al., 2011). Vela´squez-Valle et al. (2012a) reportaron la presencia de Beet mild curly top
virus (BCTV-Mld) infectando frijol en campos de cultivo de Zacatecas.
En el a´rea Norte-Centro de Me´xico, se han detectado infecciones mixtas causadas por
la combinacio´n de begomovirus y curtovirus (Reveles-Torres et al., 2012). Tambie´n se ha
reportado la presencia de Beet mild curly top virus (BCTV-Mld) y su insecto vector C. tenellus
en malezas durante el invierno en esta misma regio´n (Vela´squez-Valle et al., 2012b).
2.3.3 Organizacio´n geno´mica
Los curtovirus poseen un genoma circular de ADN de simple cadena encapsidado en dos
part´ıculas gemelas de aproximadamente 20x30 nm y tiene alrededor de 3,000 nucleo´tidos.
Su genoma codifica siete genes conservados distribuidos en el sentido del virio´n (V) y en el
sentido complementario (C), separados por una regio´n interge´nica (IR) de aproximadamente
450 pb que contiene el origen replicacio´n (Ori). Un motivo nanonucleo´tidico (TAATATT/AC)
es altamente conservado en los geminivirus y se localiza en la IR, esta secuencia es capaz de
formar una horquilla con las secuencias de repeticio´n invertidas. Las secuencias de repeticio´n
cortas, denominadas iterones, ocurren r´ıo arriba de la horquilla (Figura 2.2) (Hormuzdi and
Bisaro, 1995; Stanley, 2008).
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Figura 2.2: Genoma representativo de curtovirus donde se muestran los siete genes que lo componen as´ı como
la regio´n interge´nica. Fuente: Stanley (2008).
En el sentido de la cadena complementaria se encuentran 4 marcos abiertos de lectura
(ORFs por sus siglas en ingle´s) los cuales se considera son requeridos durante las primeras
etapas de la infeccio´n y que codifican la prote´ına asociada con la replicacio´n (Rep) requerida
para la iniciacio´n de la replicacio´n viral y para alterar el ciclo celular del hospedero (codificada
por C1), una prote´ına potenciadora de la replicacio´n (REn) (codificada por C3) y dos prote´ınas
que contribuyen a la patogenicidad viral (codificadas por C2 y C4) (Gutierrez et al., 2004;
Stanley, 2008). Espec´ıficamente C2 codifica para la prote´ına TrAP la cual actu´a inhibiendo el
mecanismo de silenciamiento del hue´sped que se activa cuando se presenta una infeccio´n viral,
provoca mayor susceptibilidad al ADN o ARN viral y dicha susceptibilidad se le atribuye a
la interaccio´n del ORF C1 con quinasas celulares (Baliji et al., 2007). El ORF C4 codifica la
prote´ına del mismo nombre determinante de la patogenicidad, la cual esta´ involucrada en la
produccio´n de s´ıntomas y en el movimiento del virus de una ce´lula a otra (Teng et al., 2010;
Vela´squez-Valle et al., 2014).
En el sentido del virio´n se encuentran 3 ORFs: V1, V2 y V3 que codifican prote´ınas
requeridas en etapas tard´ıas de la infeccio´n. La prote´ına de la ca´pside (CP) (codificada por V1)
esta´ altamente conservada entre los curtovirus y es necesaria para la formacio´n de viriones y
para la infeccio´ siste´mica del hue´sped; adema´s, es el principal determinante de la especificidad
del insecto vector para la transmisio´n de planta a planta (Briddon et al., 1989). Los ORFs
V2 y V3 son u´nicos para los curtovirus; la prote´ına V2 (codifica por V2) regula los niveles de
ADN de cadena doble y sencilla, mientras que el ORF V3 codifica la prote´ına del movimiento
(MP) que facilita el movimiento del virus entre las ce´lulas (Figura 2.3) (Hormuzdi and Bisaro,
1995; Stanley, 2008).
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Figura 2.3: Organizacio´n y sentido de los 7 ORFs que componen el genoma de los curtovirus. Fuente: Gutierrez
et al. (2004)
2.3.4 Replicacio´n
De acuerdo con Stanley (2008) la replicacio´n de los curtovirus se lleva a cabo por medio
de dos estrategias: por el mecanismo del c´ırculo rodante y por el mecanismo de replicacio´n
dependiente de la recombinacio´n. Durante la replicacio´n, Rep interactu´a con los iterones
localizados en la IR e introduce una mella en la cadena del sentido del virio´n del ADN de
doble cadena (dsDNA) entre la secuencia nanonucleo´tidica (TAATATT/AC).Por analog´ıa con
la estrategia de replicacio´n de los begomovirus, Rep luego forma un enlace covalente con el
extremo 5’ de la mella en la cadena del sentido del virio´n. Sin embargo, como Rep no tiene
actividad polimerasa, el extremo 3’ debe ser extendido por una polimerasa hue´sped. Toda la
longitud de la hebra naciente es cortada y relegada por Rep para producir ADN circular de
cadena sencilla el cual puede volver a entrar al ciclo de replicacio´n o puede ser encapsidado.
Generalmente se considera que la replicacio´n dependiente de recombinacio´n ocurre despue´s
que la replicacio´n por c´ırculo rodante en el ciclo de infeccio´n; mediante este mecanismo un
subproducto de ADN de cadena sencilla es recombinado con secuencias homologas dentro de
un modelo circular o multime´rico de ADN de doble cadena para iniciar la replicacio´n, un
proceso mediado por una prote´ına de recombinacio´n y frecuentemente desencadenado por la
ruptura de la doble cadena. Falta establecer que´ prote´ınas v´ıricas, si las hay, contribuyen a
este proceso, aunque es posible que la actividad helicasa de Rep participe en ambas estrategias
de replicacio´n.
2.3.5 El vector: Circullifer tenellus Baker (Homoptera: Cicadellidae)
Las chicharritas saltadoras (Circulifer tenellus) son insectos pequen˜os de aproximadamente
3.1 a 3.5 mm de longitud y 1 mm de ancho, son miembros de la subfamilia Deltocephalinae
pertenecientes a la familia Cicadellidae (Figura 2.4) (Bennett, 1971; Creamer et al., 2003).
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Figura 2.4: Chicharrita saltadora (Circulifer tenellus). Fuente: Stanley (2008)
Estos insectos tienen 3 fases de desarrollo: huevo, ninfa y adulto; se piensa que las ninfas
adquieren los virus de malezas perennes anuales, cuando estos hue´spedes se secan a mediados
y finales de la primavera, los adultos virulentos de chicharritas emigran a otras a´reas agr´ıcolas
donde transmiten los virus a cultivos o malezas (Chen et al., 2010; Vela´squez-Valle et al.,
2014). Son muy activos a altas temperaturas en climas a´ridos y semia´ridos; var´ıan de color
dependiendo de cada individuo y de la e´poca del an˜o. Se alimentan de la savia contenida en
las plantas localiza´ndola gracias a su capacidad de detectar los gradientes de pH diferenciando
al pare´nquima acido del floema alcalino. Aunque la picadura del insecto como tal no causa
ningu´n dan˜o significativo a la planta, la capacidad de transmitir virus lo convierten en una
amenaza para los cultivos (Bennett, 1971; Vela´squez-Valle et al., 2014).
La interaccio´n entre el virus y el insecto vector comienza cuando a chicharrita se alimenta
de una planta infectada con curtovirus y este pato´geno es ingerido, los viriones pasan a trave´s
del canal alimenticio y llegan al tracto digestivo en donde son absorbidos probablemente me-
diante un mecanismo de endocitosis mediado por un receptor (Nault, 1997) cuando los viriones
llegan a la hemolinfa son transportados a las gla´ndulas salivales y de ah´ı ser transmitidos a
otra planta al momento de alimentarse (Whitfield et al., 2015). La manera de transmisio´n es
circulativa persistente (Bennett, 1971).
Para transmitir un curtovirus eficientemente la chicharrita necesita de 48 horas de ali-
mentacio´n de una planta infectada aunque con la cantidad de virus que adquiere despue´s de
una hora de alimentacio´n pueden hacer una transmisio´n efectiva a plantas sanas; se requiere
tan so´lo un minuto o dos de alimentacio´n de plantas infectadas para que el insecto adquiera
el vector. El periodo de latencia es de tan so´lo cuatro horas; el virus no se replica dentro
del insecto vector, so´lo es persistente por aproximadamente un mes (Bennett, 1971; Soto and
Gilbertson, 2003; Vela´squez-Valle et al., 2014).
Cap´ıtulo3
Materiales y me´todos
3.1 Colecta de campo y manejo de muestras.
Se realizaron visitas programadas a las principales zonas productoras de chile pasilla pre-
sentes en el estado de Zacatecas y colectamos plantas que mostraban s´ıntomas caracter´ısticos
de infeccio´n por curtovirus (amarillamientos, enanismo, deformacio´n foliar, aborto de flor,
etc.) en el municipio de Villa de Cos, Zacatecas (23◦ 29’ 30” N, 102◦ 8’ 0” W). Las muestras
colectadas fueron rotuladas y almacenadas inicialmente en bolsas de pla´stico a -20 ◦C.
3.2 Extraccio´n de ADN de las plantas de chile tipo ancho.
La extraccio´n del ADN total se hizo a partir de 100 mg de hoja de plantas de chile
sintoma´ticas mediante el me´todo CTAB 3 % (ver Anexo 1), utilizando nitro´geno l´ıquido y
el buffer de extraccio´n compuesto por TRIS-HCl 100 mM pH 8, NaCl 1.4 M, EDTA 20
mM, CTAB 3 %, B-mercaptoetanol 0.2 % y agua destilada este´ril. Las pastillas de ADN se
resuspendieron en 50 µl de agua destilada este´ril y se almacenaron a -20 ◦C.
3.3 Diagno´stico de curtovirus mediante PCR.
La identificacio´n del ADN de curtovirus a partir de plantas de chile sintoma´ticas se
realizo´ utilizando dos combinaciones de oligonucleo´tidos universales: la primera, RepQWEfor
/ CurCP-450rev amplifica un producto de PCR de aproximadamente 1,760 pb que incluye
la totalidad de la regio´n interge´nica, los genes V2, V3 y porciones de los genes C1 y V1,
mientras que la combinacio´n y CurV2Gen910for / CurRep2GQrev produce un amplico´n de
1,850 pb que incluye las secuencias restantes de los genes C1, V1 y la totalidad de los genes
C2 y C3 (Vela´squez-Valle et al., 2012a). Los amplicones obtenidos a partir de estas combina-
ciones comprenden la totalidad del genoma de los virus pertenecientes al genero curtovirus,
y se traslapan en una regio´n de aproximadamente 250 pb para el caso del gen Rep y 450
pb para el gen CP, lo cual facilita el ensamble correcto de los genomas completos en el caso
de infecciones mixtas (Figura 3.1). El protocolo de amplificacio´n del ADN viral consistio´ en:
desnaturalizacio´n inicial a 94 ◦C/2 min, y 35 ciclos conformados por 94 ◦C/1 min, 55 ◦C/1
min 30 s, 72 ◦C/1 min 30 s, con una extensio´n final de 72 ◦C/5 min.
Los productos amplificados se analizaron por movilidad electrofore´tica en geles de agarosa al
1 %.
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Figura 3.1: Genoma representativo de curtovirus indicando las regiones amplificadas con cada combinacio´n
de iniciadores universales evaluados en este estudio. Las flechas indican el sentido del iniciador con respecto a
la direccio´n de replicacio´n del virus, “for” (en sentido de las manecillas del reloj) y “rev” (en sentido contrario
a las manecillas del reloj).
3.4 Clonacio´n.
Los productos de PCR obtenidos a partir de las muestras de campo se clonaron direc-
tamente en el pla´smido pGEM-T Easy (Promega, Madison, WI), segu´n las indicaciones del
proveedor. La transformacio´n de ce´lulas competentes de Escherichia coli top 10 se realizo´
por el me´todo de choque te´rmico (ver Anexo 2), facilitando la seleccio´n de transformantes en
base al color de las colonias crecidas (blancas/azules) en medio Lb conteniendo carbenicilina
(agente selectivo), IPTG y X-gal. La extraccio´n del ADN plasmı´dico se realizo´ de acuerdo al
procedimiento modificado de Birnboim (ver Anexo 3) (Sambrook and Russell, 2001).
3.5 Ana´lisis por RFLP’s y secuenciacio´n.
Las clonas recombinantes obtenidas fueron digeridas con la enzima de restriccio´n EcoRI,
con el fin de confirmar la presencia de los fragmentos de PCR esperados para cada combinacio´n
de oligonucleo´tidos utilizada. Posteriormente, las clonas positivas se sometieron a un ana´lisis de
RFLP’s utilizando las enzimas de restriccio´n HinfI y HhaI cada una en combinacio´n con EcoRI
(New England BioLabs), para identificar bandas polimo´rficas con el fin de indicar si se trata de
una infeccio´n simple o mixta. Los productos digeridos se visualizaron por electroforesis de gel
de agarosa al 2 %. Las clonas seleccionadas se enviaron al laboratorio nacional de biotecnolog´ıa
agr´ıcola, me´dica y ambiental (LANBAMA) en San Luis Potos´ı, Me´xico para su secuenciacio´n.
3.6 Ana´lisis filogene´tico.
Las secuencias obtenidas se compararon con las presentes en la base de datos del GenBank
y mediante los programas computacionales Edit Seq y MegAlign del DNASTAR se armo´ la
secuencia correspondiente al genoma del curtovirus identificado. Una vez que obtuvimos la
secuencia completa construimos un a´rbol filogene´tico utilizando las secuencias de curtovirus
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conocidos presentes en la base de datos y un grupo externo mediante el uso del progra-
ma computacional CLUSTALW a trave´s del me´todo neighbor-joining (software DNASTAR,
Lasergene, London). El bootstrapping se llevo´ a cabo 1,000 veces para la estimacio´n de la
estabilidad y el apoyo a las ramas.
3.7 Disen˜o y construccio´n del hemid´ımero pCambia + curto.
La construccio´n de clonas infectivas permite la inoculacio´n directa del virus sin la necesidad
de usar enzimas de restriccio´n para la liberacio´n del virus previo a la inoculacio´n de las plantas.
La construccio´n de los vectores virales basados en hemid´ımeros se llevo´ a cabo de acuerdo con
los siguientes pasos:
Una vez que tuvimos la secuencia completa del curtovirus se identificaron dos sitios de
restriccio´n u´nicos con la condicio´n de que la secuencia de ADN contenida entre estos dos sitios
de corte incluyan al origen de replicacio´n viral. Los sitios antes mencionados deben de estar
ausentes en la secuencia del pla´smido pBlueScript SK- (pBS).
Para liberar el mono´mero completo se selecciono´ la enzima EcoRI y para liberar el fragmento
que conten´ıa el origen de replicacio´n se seleccionaron las enzimas ScaI y EcoRV.
Clonacio´n del mono´mero BCTV-PeYD en pBS (construccio´n pBS + mono´me-
ro BCTV-PeYD).
Para liberar el mono´mero BCTV-PeYD de la construccio´n en PGEM, se realizo´ digestio´n
con la enzima EcoRI (New England BioLabs) y se purifico´ la banda de intere´s por
columna de un gel de agarosa al 1 % con el “kit Wizard” (ver Anexo 4). Se realizo´
templiphi (ver Anexo 5) de esta purificacio´n de banda para tener una buena cantidad
de ADN. Una vez que se obtuvo el virus de la reaccio´n de templiphi, se digirio´ con la
enzima EcoRI (New England BioLabs) con la siguiente mezcla de reaccio´n:
DNA 30.0 µl
H2O miliQ 4.0 µl
Buffer EcoRI 4.0 µl
Enzima EcoRI 2.0 µl
Tambie´n se realizo´ digestio´n del vector pBlueScript SK- o pBS (en el cual inicialmente
se hizo la construccio´n del hemid´ımero) con la enzima EcoRI (New England BioLabs)
con la siguiente mezcla de reaccio´n:
DNA 7.0 µl
H2O miliQ 9.0 µl
Buffer EcoRI 2.0 µl
Enzima EcoRI 2.0 µl
Los productos digeridos se analizaron por movilidad electrofore´tica en geles de agarosa
al 1.0 %.
El vector pBS-EcoRI se desfosforilo´ con la enzima Antarctict Phosphatase (New England
BioLabs) como sigue:
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1. Mezcla de reaccio´n para desfosforilar:
DNA digerido 39.0 µl
H2O miliQ 4.5 µl
Buffer AF 5.0 µl
Enzima Antarctict Phosphatase 1.5 µl
2. Incubar a 37 ◦C durante 30 minutos.
3. Inactivar la enzima incubando durante 15 minutos a 65 ◦C.
4. Purificar en columna (ver Anexo 4).
Una vez que se tuvieron el mono´mero BCTV-PeYD y el vector digeridos con la enzima
EcoRI (New England BioLabs), se realizo´ la ligacio´n del mono´mero BCTV-PeYD con
el vector pBS diluido 1:10 con la siguiente mezcla de reaccio´n:
DNA digerido inserto 12.5 µl
pBS vector digerido 1.0 µl
Buffer 10.0 µl
Enzima Ligasa 1.5 µl
Dicha ligacio´n se transformo´ por choque te´rmico en ce´lulas competentes de calcio de
Escherichia coli top 10 (ver Anexo 2), facilitando la seleccio´n de transformantes en base
al color de las colonias crecidas (blancas/azules) en medio Lb conteniendo carbenicilina
(agente selectivo), IPTG y X-gal. La extraccio´n del ADN plasmı´dico se realizo´ de acuerdo
al procedimiento modificado de Birnboim (ver Anexo 3) (Sambrook y Russell, 2001).
Las minipreparaciones obtenidas se analizaron por movilidad electrofore´tica en gel de
agarosa al 1.0 %.
Una vez seleccionadas las posibles minipreparaciones transformadas, se realizo´ digestio´n
con la enzima EcoRI (New England BioLabs) para verificar la clonacio´n del mono´mero
BCTV-PeYD, la mezcla de Rx fue la siguiente:
DNA de la minipreparacio´n 3.0 µl
H2O miliQ 9.5 µl
Buffer EcoRI 1.5 µl
Enzima EcoRI 1.0 µl
Se selecciono´ una de las minipreparaciones y se mando´ secuenciar al LANBAMA, la
muestra se purifico´ por columna mediante el kit “Jena Bioscience” (ver Anexo 6).
Una vez que se obtuvo la secuencia y se verifico´ que la clonacio´n del mono´mero BCTV-
PeYD en el vector pBS era correcta, se realizo´ maxipreparacio´n (basado en el me´todo
de Birnboim) (ver Anexo 7) de la muestra para tener una gran cantidad de e´sta cons-
truccio´n.
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Clonacio´n del fragmento EcoRV/ScaI en pBS (construccio´n pBS + fragmen-
to EcoRV/ScaI).
Para la obtencio´n del fragmento EcoRV/ScaI que contiene el origen de replicacio´n,
se realizo´ doble digestio´n con las enzimas EcoRV y ScaI-HF (ambas de New England
BioLabs) de la construccio´n que ya se ten´ıa en pBS con el mono´mero BCTV-PeYD
clonado, la mezcla de reaccio´n fue la siguiente:
DNA de maxiprep 2.0 µl
H2O miliQ 14.0 µl
Buffer 2.1 2.0 µl
Enzima EcoRV 1.0 µl
Enzima ScaI-HF 1.0 µl
La doble digestio´n se corrio´ en un gel de agarosa al 1 %, de ese gel se purifico´ la banda
de intere´s por columna con el con el “kit Wizard” (ver Anexo 4).
La digestio´n del vector pBS se realizo´ con la enzima SmaI (New England BioLabs), que
proporciona extremos romos, con la siguiente mezcla de reaccio´n:
DNA de maxiprep pBS 2.0 µl
H2O miliQ 15.0 µl
Buffer CutSmart 2.0 µl
Enzima SmaI 1.0 µl
Los productos digeridos y la purificacio´n se analizaron por movilidad electrofore´tica en
geles de agarosa al 1.0 %.
El vector pBS-SmaI se desfosforilo´ con la enzima CIP (New England BioLabs) como
sigue:
1. Mezcla de reaccio´n para desfosforilar:
DNA digerido 18.0 µl
H2O miliQ 7.5 µl
Buffer 3 3.0 µl
Enzima CIP 1.5 µl
2. Incubar a 37 ◦C durante 30 minutos.
3. Purificar en columna (ver Anexo 4) para inactivar la enzima.
Se realizo´ la ligacio´n del fragmento EcoRV/ScaI con el vector pBS-SmaI con la enzima
T4 DNA ligase, la mezcla de reaccio´n fue la siguiente:
DNA digerido inserto 3.0 µl
pBS vector digerido 1.0 µl
H2O miliQ 4.0 µl
Buffer T4 DNA ligasa 1.0 µl
Enzima T4 DNA ligasa 1.0 µl
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Dicha ligacio´n se transformo´ por choque te´rmico en ce´lulas competentes de calcio de
Escherichia coli top 10 (ver Anexo 2), facilitando la seleccio´n de transformantes en base
al color de las colonias crecidas (blancas/azules) en medio Lb conteniendo carbenicili-
na (agente selectivo), IPTG y X-gal. La extraccio´n del ADN plasmı´dico se realizo´ de
acuerdo al procedimiento modificado de Birnboim (ver Anexo 3) (Sambrook y Russell,
2001). Las minipreparaciones obtenidas se analizaron por movilidad electrofore´tica en
gel de agarosa al 1.0 %.
Debido a que se ten´ıan dos posibles formas de clonacio´n del fragmento, se realizo´ di-
gestio´n de las minipreparaciones con la enzima EcoRI (New England BioLabs) para
verificar la clonacio´n y el sentido de la misma del fragmento EcoRV/ScaI, la mezcla de
Rx fue la siguiente:
DNA de la minipreparacio´n 1.0 µl
H2O miliQ 12.0 µl
Buffer EcoRI 1.5 µl
Enzima EcoRI 0.5 µl
Se selecciono´ una de las minipreparaciones y se mando´ secuenciar al LANBAMA, la
muestra se purifico´ por columna mediante el kit “Jena Bioscience” (ver Anexo 6).
Una vez que se obtuvo la secuencia y se verifico´ que la clonacio´n del fragmento EcoR-
V/ScaI en el vector pBS era correcta, se realizo´ maxipreparacio´n (basado en el me´todo
de Birnboim) (ver Anexo 7) de la muestra para tener una gran cantidad de e´sta cons-
truccio´n.
Clonacio´n del hemid´ımero en pBS (construccio´n pBS + hemid´ımero).
Para la construccio´n del hemid´ımero se realizo´ lo siguiente:
• De la clonacio´n que ya se ten´ıa del mono´mero BCTV-PeYD en pBS, se realizo´ diges-
tio´n con la enzima EcoRI (New England BioLabs) para poder liberar el mono´mero,
la mezcla de reaccio´n fue la siguiente:
DNA de maxiprep 0.5 µl
H2O miliQ 16.5µl
Buffer EcoRI 2.0 µl
Enzima EcoRI 1.0 µl
Debido a que el taman˜o del virus es similar al del vector, se procedio´ a realizar una
segunda digestio´n con la enzima NgoMIV (New England BioLabs) para poder ver
la digestio´n de manera correcta, la mezcla de reaccio´n fue la siguiente:
DNA digerido 20.0 µl
H2O miliQ 0.5µl
Buffer CutSmart 2.5 µl
Enzima NgoMIV 1.0 µl
La doble digestio´n se corrio´ en un gel de agarosa al 1 %.
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• El fragmento EcoRV/ScaI que contiene el origen de replicacio´n clonado en el vector
pBS se digirio´ con la enzima EcoRI (New England BioLabs) con la siguiente mezcla
de reaccio´n:
DNA de maxiprep (dil 1:2) 1.0 µl
H2O miliQ 16.0µl
Buffer EcoRI 2.0 µl
Enzima EcoRI 1.0 µl
Posteriormente se analizo´ esta digestio´n por movilidad electrofore´tica en gel de
agarosa al 1 %.
• Se llevo a cabo la ligacio´n del mono´mero BCTV-PeYD, digerido con la enzima
EcoRI (New England BioLabs), con el fragmento EcoRV/ScaI clonado en pBS
(pBS+fragmento EcoRV/ScaI), tambie´n digerido con la enzima EcoRI (New En-
gland BioLabs), con la siguiente mezcla de reaccio´n usando la enzima T4 DNA
ligase:
DNA del pBS+fragmento EcoRV/ScaI maxiprep 2.0 µl
DNA del inserto mono´mero BCTV-PeYD maxiprep 4.0 µl
H2O miliQ 11.0 µl
Buffer T4 DNA ligasa 2.0 µl
Enzima T4 DNA ligasa 1.0 µl
Dicha ligacio´n se transformo´ por choque te´rmico en ce´lulas competentes de calcio de
Escherichia coli top 10 (ver Anexo 2), facilitando la seleccio´n de transformantes en
base al color de las colonias crecidas (blancas/azules) en medio Lb conteniendo car-
benicilina (agente selectivo), IPTG y X-gal. Debido a que el vector pBS+fragmento
EcoRV/ScaI no se desfosforilo´, se realizo´ PCR de colonia para descartar falsos posi-
tivos con al combinacio´n de oligos Curto-CP190for / CurRep2GQrev. El protocolo
de amplificacio´n del ADN viral consistio´ en: desnaturalizacio´n inicial a 94 ◦C/2
min, y 35 ciclos conformados por 94 ◦C/1 min, 55 ◦C/1 min, 72 ◦C/2 min, con una
extensio´n final de 72 ◦C/5 min.
Los productos amplificados se analizaron por movilidad electrofore´tica en geles de
agarosa al 1 %.
Una vez que se obtuvo una prueba positiva en el PCR se procedio´ a realizar mi-
niprep de la muestra. La extraccio´n del ADN plasmı´dico se realizo´ de acuerdo al
procedimiento modificado de Birnboim (ver Anexo 3) (Sambrook y Russell, 2001).
Las minipreparacio´n obtenida se analizo´ por movilidad electrofore´tica en gel de
agarosa al 1.0 %.
Se procedio´ a realizar digestio´n con las enzimas EcoRI y SpeI (ambas de New
England BioLabs) por separado para corroborar que se ten´ıa el hemid´ımero en el
sentido correcto, la mezcla de Rx fue la siguiente:
DNA de la minipreparacio´n 1.0 µl
H2O miliQ 12.0 µl
Buffer EcoRI / CutSmart 1.5 µl
Enzima EcoRI / SpeI 0.5 µl
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La minipreparacio´n seleccionada se mando´ secuenciar al LANBAMA, la muestra
se purifico´ por columna mediante el kit “Jena Bioscience” (ver Anexo 6).
Una vez que se obtuvo la secuencia y se verifico´ que la clonacio´n del hemid´ımero
BCTV-PeYD en el vector pBS era correcta, se realizo´ maxipreparacio´n (basado en
el me´todo de Birnboim) (ver Anexo 7) de la muestra para tener una gran cantidad
de e´sta construccio´n.
Construccio´n de sistema para monitorear temperatura (T) y humedad rela-
tiva (HR) de las plantas durante la infeccio´n con el hemid´ımero.
Para asegurar que los s´ıntomas presentados por las plantas despue´s de la infeccio´n fuesen
exclusivamente causados por el curtovirus BCTV-PeYD y no por condiciones ambien-
tales o de nutricio´n, se monitoreo´ la temperatura y humedad relativa de las ca´maras
bioclima´ticas utilizadas para el crecimiento y recuperacio´n de las plantas despue´s de la
infeccio´n; aunque las ca´maras bioclima´ticas tienen sus propios controles de temperatura
y humedad, se verifico´ que las condiciones clima´ticas fueran las que se requer´ıan.
El monitoreo de la T y HR se realizaron con el sensor DHT11 (Figura 3.2) el cual tiene
un rango de medicio´n de temperatura entre 0 y 50 ◦C con una precisio´n de ±2 ◦C, un
rango de medicio´n de humedad relativa entre 20 y 80 % con precisio´n de ±5 % y una
frecuencia de muestreo de 1 Hz (1 muestra por segundo).
Figura 3.2: Sensor de temperatura y humedad relativa DHT11.
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Para el almacenamiento de los datos registrados se utilizo´ un adaptador para tarjeta
micro SD (Figura 3.3) para lectura y escritura de los datos sensados. Se puede colocar
un micro SD del taman˜o que se requiera para almacenar todos los datos necesarios, en
este caso se uso´ una tarjeta de 4 GB.
Figura 3.3: Adaptador para tarjeta micro SD necesario para la lectura y escritura de los datos.
El ARDUINO UNO (Figura 3.4) fue utilizado para ensamblar el sensor y el mo´dulo de
la tarjeta micro SD para la medicio´n y almacenamiento de las variables temperatura
y humedad relativa; la programacio´n del circuito se realizo´ en el software de la misma
placa, en dicho programa se puede modificar el tiempo de medicio´n (ver Anexo 8). El
esquema de la Figura 3.5 muestra las conexiones de la placa con el sensor DHT11 y el
mo´dulo para micro SD.
Figura 3.4: Placa de Arduino UNO utilizada para el emsamble del sensor DHT11 y el mo´dulo de micro SD.
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Figura 3.5: Esquema representativo de la conexio´n del Arduino UNO con el sensor DHT11 y el mo´dulo para
micro SD.
La verificacio´n del sistema se realizo´ comparando los datos obtenidos cada hora del
sensor DHT11 contra un comercial marca STEREN con doble sensor de temperatura
(interno y externo) con un rango de medicio´n externa de -50 a 90 ◦C y un rango de
medicio´n de humedad relativa de 10 a 99 %. Posteriormente se realizaron mediciones
dentro de una ca´mara bioclima´tica tomando como referencia los valores de temperatura
y humedad relativa de su sistema de control (22 ◦C y % respectivamente), las mediciones
se hicieron con intervalos de 60 minutos.
Infeccio´n de plantas de Nicotiana benthamiana con la construccio´n pBS +
hemid´ımero por la te´cnica de biobal´ıstica.
Una vez que obtuvimos el hemid´ımero clonado en el vector pBS, se procedio´ a verificar
su habilidad para causar infeccio´n por experimentos de bombardeo (ver Anexo 9).
El material vegetal usado fue Nicotiana benthamiana, las semillas se pusieron a crecer en
sustrato peat moss en charolas selladas para mantener la humedad hasta que las plantas
estuvieran listas para ser trasplantadas. El trasplante se llevo´ a cabo en cuando la
planta ten´ıa dos hojas verdaderas, se pasaron a macetas pla´sticas con el mismo sustrato
(peat moss) y se regaron constantemente. Las plantas se pusieron a crecer en ca´maras
bioclima´ticas a una temperatura de 25 ◦C y humedad relativa de 38 %.
Se bombardearon 6 plantas de N. benthamiana con 4 hojas verdaderas de aproximada-
mente 5 cm de longitud (Figura 3.6) ma´s 3 controles negativos. Despue´s del bombardeo
se pusieron a recuperar las plantas en ca´mara bioclima´tica en las mismas condiciones
que se ten´ıan.
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Figura 3.6: Planta de Nicotiana benthamiana con 4 hojas verdaderas.
Clonacio´n del hemid´ımero en el vector binario pCambia (construccio´n pCam-
bia + hemid´ımero).
Debido a que el vector pBS es un vector con un u´nico origen de replicacio´n, se procedio´
a clonar el hemid´ımero BCTV-PeYD en el vector binario pCambia para poder realizar
transformacio´n de Agrobacterium tumefaciens.
Para liberar el hemı´d´ımero del vector pBS, se seleccionaron los sitios BamHI y HindIII
(ambas de New England BioLabs) que bordeaban a este fragmento de intere´s. La doble
digestio´n se llevo a cabo como sigue:
DNA de maxiprep 1.0 µl
H2O miliQ 15.0 µl
Buffer 2.1 2.0 µl
Enzima BamHI 1.0 µl
Enzima HindIII 1.0 µl
La doble digestio´n se corrio´ en un gel de agarosa al 1 %, de ese gel se purifico´ la banda
de intere´s por columna con el con el “kit Wizard” (ver Anexo 4).
Para el vector pCambia, primero se realizo´ la digestio´n con la enzima BamHI (New
England BioLabs) ya que los dos sitios de digestio´n esta´n muy cercanos y de esta manera
se puede asegurar que las enzimas digieren por completo; la mezcla de reaccio´n para
dicha digestio´n fue la siguiente:
DNA de pCambia maxiprep 3.0 µl
H2O miliQ 13.5 µl
Buffer 3.1 2.0 µl
Enzima BamHI 1.5 µl
Una vez que la enzima BamHI linealizo´ por completo el vector pCambia se precipito´
la reaccio´n y se digirio´ ahora con la enzima HindIII (New England BioLabs) con la
siguiente mezcla de reaccio´n:
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DNA precipitado 17.0 µl
Buffer 2.1 2.0 µl
Enzima HindIII 1.0 µl
Los productos digeridos y la purificacio´n se analizaron por movilidad electrofore´tica en
geles de agarosa al 1.0 %.
El vector pCambia BamHI/HindIII se desfosforilo´ con la enzima Antarctic Phosphatase
(New England BioLabs) como sigue:
1. Mezcla de reaccio´n para desfosforilar:
DNA pCambia digerido 17.0 µl
Buffer AF 2.0 µl
Enzima AF 1.0 µl
2. Incubar a 37 ◦C durante 30 minutos.
3. Inactivar la enzima a 80 ◦C durante 2 minutos.
Se realizo´ la ligacio´n del hemid´ımero BCTV-PeYD con el vector pCambia BamHI/Hin-
dIII con la enzima T4 DNA ligase, la mezcla de reaccio´n fue la siguiente:
DNA digerido inserto 6.0 µl
pBS vector digerido (dil 1:20) 2.0 µl
H2O miliQ 4.0 µl
Buffer T4 DNA ligasa 1.5 µl
Enzima T4 DNA ligasa 1.5 µl
Dicha ligacio´n se transformo´ por choque te´rmico en ce´lulas competentes de calcio de
Escherichia coli top 10 (ver Anexo 2), se plaqueo´ en medio Lb conteniendo kanamicina
(agente selectivo), IPTG y X-gal. La extraccio´n del ADN plasmı´dico se realizo´ de acuerdo
al procedimiento modificado de Birnboim (ver Anexo 3) (Sambrook y Russell, 2001).
Las minipreparaciones obtenidas se analizaron por movilidad electrofore´tica en gel de
agarosa al 1.0 %.
Para corroborar que se ten´ıa el hemid´ımero clonado en el vector pCambia, se realizo´
doble digestio´n con las enzimas BamHI y HindIII (ambas de New England BioLabs)
para verificar que se liberara el fragmento deseado, la mezcla de Rx fue la siguiente:
DNA de la minipreparacio´n 3.0 µl
H2O miliQ 4.0 µl
Buffer 2.1 1.0 µl
Enzima BamHI 1.0 µl
Enzima HindIII 1.0 µl
Se selecciono´ una de las minipreparaciones y se mando´ secuenciar al LANBAMA, la
muestra se purifico´ por columna mediante el kit “Jena Bioscience” (ver Anexo 6).
Una vez que se obtuvo la secuencia y se verifico´ que la clonacio´n del hemid´ımero BCTV-
PeYD en el vector pCambia era correcta, se realizo´ maxipreparacio´n (basado en el
me´todo de Birnboim) (ver Anexo 7) de la muestra para tener una gran cantidad de e´sta
construccio´n.
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3.8 Transformacio´n de Agrobacterium tumefaciens con la construccio´n
pCambia + hemid´ımero BCTV-PeYD
La infeccio´n de las plantas de chile ancho con al menos cuatro hojas verdaderas, Nicotiana
benthamiana, jitomate y frijol con 6 hojas verdaderas y libres de pato´genos se realizo´ mediante
el me´todo de agroinfiltarcio´n con Agrobacterium tumefaciens (ver Anexo 11). Primero se
realizo´ la transformacio´n de la cepa bacteriana GV3101 mediante electroporacio´n (ver Anexo
10), despue´s se puso´ a crecer la cepa en medio SOC l´ıquido y se agronifiltraron las plantas
con una jeringa sin aguja (ver Anexo 11), posteriormente se recuperaron en una ca´mara de
crecimiento sellada. A los 7, 14 y 21 d´ıas se confirmo´ por PCR y secuenciacio´n la presencia
de infeccio´n y se documento´ la sintomatolog´ıa obtenida.
3.9 Obtencio´n de las ima´genes y creacio´n de la base de datos.
Una vez que se tuvieron plantas infectadas con la construccio´n del hemid´ımero pCambia
+ curto, se prosiguio´ a obtener las ima´genes de las plantas con una ca´mara Nikon D3300 con
sensor de imagen CMOS de 24.2 megap´ıxeles en formato DX, 5 CPS y un ISO de 100 a 12800.
Las fotograf´ıas se tomaron de una manera controlada de tal forma que la planta siempre
estaba situada en el mismo lugar para tener la misma iluminacio´n en todas las ocasiones y
siempre ten´ıa la misma orientacio´n. Las ima´genes obtenidas se transformaron a los espacios
de color RGB y HSV donde se pueden obtener caracter´ısticas de los mosaicos y deformacio´n
foliar provocados por el BCTV-PeYD.

Cap´ıtulo4
Resultados y Discusio´n
4.1 Aislamiento e identificacio´n molecular del genoma de curtovirus pre-
sentes en los cultivos de chile pasilla en Zacatecas.
Tomando en consideracio´n que las condiciones clima´ticas de algunas zonas de nuestro pa´ıs
pertenecientes al desierto Chihuahuense son muy similares a las presentes en las principales
zonas afectadas por curtovirus en los estados de Texas y Nuevo Me´xico (Baliji et al., 2004;
Creamer et al., 2005) y, puesto que el insecto vector de los curtovirus se distribuye en todo el
desierto Chihuahuense, supusimos que deb´ıan existir curtovirus en las regiones semi-a´ridas de
Zacatecas. Con base en lo anterior nos dimos a la tarea de hacer muestreos programados en
regiones productoras de chile localizadas en Zacatecas en busca del insecto vector (C. tenellus)
y plantas de chile con s´ıntomas caracter´ısticos de infeccio´n por curtovirus.
Se localizaron cultivos de chile pasilla con s´ıntomas como enanismo, amarillamiento y
enchinamiento de las hojas en forma de cuchara (Figura 4.1) en el municipio de Villa de Cos,
Zacatecas (23◦ 29’ 30” N, 102◦ 8’ 0” W). La incidencia de s´ıntomas se observo en un rango
que va de un 10 hasta un 15 % de las plantas observadas.
Figura 4.1: S´ıntomas severos asociados con la presencia de curtovirus: enanismo, amarillamiento y deformacio´n
foliar (acucharamiento de la hoja) en cultivos de chile pasilla localizados en Villa de Cos, Zacatecas.
Se colectaron 20 muestras sintoma´ticas y se analizaron por PCR utilizando las combinacio-
nes de oligonucleo´tidos RepQWEFor / CurCP-450Rev y CurV2Gen910For / CurRep2GQRev
(Vela´squez-Valle et al., 2012a) las cuales permitieron amplificar la totalidad del o los genomas
contenidos en la muestras problema (Figura 4.1) y es as´ı como se confirmo´ la presencia de
ADN de curtovirus en 16 de las 20 muestras analizadas. Adema´s los controles positivos y
negativos indicaron que la reaccio´n se realizo´ correctamente (Figura 4.2).
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Figura 4.2: PCR positivo para curtovirus de las plantas sintoma´ticas de chile pasilla. Carriles: 1) control
positivo; 2-4) muestras sintoma´ticas de chile pasilla; 5) control negativo; 6) marcador de peso molecular 1 Kb.
Las clonas obtenidas a partir de cada extracto de ADN analizado se sometieron a la te´cnica
de RFLPs y en todos los extractos de ADN analizados se observo´ un solo patro´n de restriccio´n
lo que indico´ la presencia de infecciones sencillas, es decir, causadas por el mismo curtovirus
(Figura 4.3). Posteriormente, se analizaron las secuencias de ADN obtenidas a partir de la
secuenciacio´n de las clonas seleccionadas. Las secuencias obtenidas se editaron y se aislo´
un genoma viral de 2,971 pb. El uso de la te´cnica de RFLPs para identificar la presencia
de infecciones sencillas o mixtas se constituye como una poderosa herramienta utilizada en
el diagno´stico molecular de enfermedades sin importar si el agente causal es cualquier otro
fitopato´geno (Mauricio-Castillo et al., 2015) y adema´s permite ahorrar dinero y tiempo al no
tener que enviar a secuenciar un gran nu´mero de clonas que contienen el mismo producto de
PCR.
Figura 4.3: Patrones de restriccio´n de las clonas positivas para curtovirus de las plantas sintoma´ticas de chile
pasilla. Carriles: 1-8) doble digestio´n de las muestras positivas para curtovirus de chile pasilla; 9) marcador de
peso molecular 1 Kb.
Los genomas obtenidos a partir de cada extracto se compararon entre s´ı y se observo´ una
similitud a nivel de secuencia del 99.9 % entre ellos, indicando que el virus que afectaba a to-
das las plantas analizadas era el mismo. Posteriormente se inicio´ con la identificacio´n a nivel
de especie del virus en cuestio´n y se hizo un ana´lisis de la secuencia mediante el algoritmo
computacional Clustal V (MegAlign, DNAStar) utilizando las secuencias de curtovirus dis-
ponibles en la base de datos del GenBank y obtuvimos una similitud del 96 % con Beet curly
top virus-PeYD (BCTV-PeYD), su pariente mas cercano. Cabe resaltar que so´lo existen dos
reportes en los que BCTV-PeYD se ha identificado como un factor limitante en la produccio´n
agr´ıcola, el primero afectando chile en Nuevo Me´xico (Lam et al., 2009) mientras que el segun-
do fue en espinaca y betabel en Arizona, ambos estados pertenecientes a los Estados Unidos
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(Nischwitz and Olsen, 2010). Los curtovirus tienen una gran capacidad de recombinacio´n, e´sto
significa que pueden intercambiar porciones de sus genomas con otros curtovirus y generar
nuevas varintes, cepas y/o especies cada vez ma´s agresivas y un ejemplo claro es el virus ais-
lado durante el presente trabajo (BCTV-PeYD) el cual se origino´ del intercambio de material
gene´tico entre curtovirus de las especies BCTV-SvrPep y BCTV-Worland, ambos distribuidos
predominantemente en el sur de los Estados Unidos (Lam et al., 2009) y reportados recien-
temente en nuestro pa´ıs (Robles-Hernandez et al., 2011; Vela´squez-Valle et al., 2012a). La
sintomatolog´ıa descrita durante el presente trabajo es muy similar a la observada en Nuevo
Me´xico y establece la necesidad de emitir una alerta fitosanitaria que evite la aparicio´n de
nuevos curtovirus y disminuya el riesgo de sufrir afectaciones como las reportadas durante los
an˜os 2000 y 2002 en donde se llego´ a perder hasta un tercio de la produccio´n de chile en Nuevo
Me´xico debido a enfermedades causadas por curtovirus (Creamer et al., 2003). Los criterios
taxono´micos actuales establecen que los aislados de un curtovirus cuyo genoma presente una
identidad global del 93 al 99 % se consideran variantes de la misma especie (Varsani et al.,
2014a). El curtovirus aislado durante el presente trabajo es una nueva variante de la especie
BCTV-PeYD y representa el primer reporte sobre su presencia en Me´xico.
Los criterios taxono´micos actuales establecen que los aislados de un curtovirus cuyo geno-
ma presenta una identidad global del 93 al 99 % se consideran variantes de la misma especie
(Varsani et al., 2014a). El curtovirus aislado durante el presente trabajo es una nueva varian-
te de la especie BCTV-PeYD y representa el primer reporte sobre su presencia afectando al
cultivo de chile en nuestro pa´ıs.
4.2 Disen˜o y construccio´n del hemid´ımero pCambia + curto.
Para la realizacio´n del hemid´ımero pCambia + curto, primero se hizo la construccio´n en
el vector pBlueScript SK- (pBS) clonando el mono´mero BCTV-PeYD y el fragmento EcoR-
V/ScaI que completa el hemid´ımero para despue´s pasar esta construccio´n al vector binario
pCambia y as´ı obtener la construccio´n deseada.
Clonacio´n del mono´mero BCTV-PeYD en pBS (construccio´n pBS + mono´me-
ro BCTV-PeYD).
Para la clonacio´n del mono´mero BCTV-PeYD en el vector pBlueScript SK- (pBS),
primero este vector fue digerido con la enzima EcoRI para poder linealizarlo utilizarlo
como vector de clonacio´n. En la (Figura 4.4) se muestra el vector con el sitio de corte
EcoRI y el resultado de la digestio´n donde se observo´ una banda de aproximadamente
2,958 pb.
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(a) (b)
Figura 4.4: Digestio´n del vector pBS con la enzima EcoRI. a) Representacio´n del vector pBS con su sitio de
corte EcoRI. b) Digestio´n del vector pBS con la enzima EcoRI. Carriles: 1) marcador de peso molecular 1 Kb
Plus; 2) pBS digerido con la enzima EcoRI.
El mono´mero del BCTV-PeYD obtenido del templiphi se digirio´ con la enzima EcoRI
para poder ligarlo con el vector que tiene los mismos extremos ya que fue digerido con
la misma enzima, se observo´ una banda de 2,971 pb aproximadamente (Figura 4.5b),
en la figura tambie´n se puede observar el mapa del virus BCTV-PeYD con el sitio de
corte EcoRI (Figura 4.5a).
(a) (b)
Figura 4.5: Digestio´n del virus BCTV-PeYD con la enzima EcoRI. a) Representacio´n del virus BCTV-PeYD
con su sitio de corte EcoRI. b) Digestio´n del virus BCTV-PeYD con la enzima EcoRI. Carriles: 1) virus
BCTV-PeYD digerido con EcoRI; 2) marcador de peso molecular 1 Kb Plus.
Se transformaron ce´lulas de E. coli con el producto de la ligacio´n entre el inserto co-
rrespondiente y el vector de expresio´n pBS. Se extrajo el ADN plasmı´dico de las clonas
obtenidas a partir de la transformacio´n de las ce´lulas de E. coli con el producto de li-
gacio´n (Figura 4.6a). Posteriormente, se realizo´ la digestio´n del ADN plasmı´dico con la
enzima de restriccio´n EcoRI para corroborar que las clonas obtenidas tuvieran realmen-
te el inserto de intere´s. La Figura 4.6b muestra el resultado de la digestio´n. En ella se
observa una banda de aproximadamente 3,000 pb que corresponde al virus y al vector,
ya que los taman˜os de ambos son muy similares (2,971 pb y 2,958 pb respectivamente).
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Figura 4.6: ADN plasmı´dico y digestio´n. a) ADN plasmı´dico de las clonas obtenidas. Carriles: 1) marcador
de peso molecular 1 Kb Plus; 2-9) minipreparaciones de las clonas seleccionadas. b) Digestio´n con la enzima
EcoRI de las clonas seleccionadas. Carriles: 1) marcador de peso molecular 1 Kb Plus; 2-7) digestio´n del ADN
plasmı´dico de las clonas seleccionadas.
En la Figura 4.7 se puede observar el esquema de la clonacio´n del mono´mero en el vector
pBS con sus sitios de corte EcoRI, en los cuales fue clonado.
Figura 4.7: Mapa representativo del mono´mero BCTV-PeYD clonado en el vector PBS en los sitios EcoRI.
Se realizo´ digestio´n con la enzima ScaI para verificar que el mono´mero BCTV-PeYD se
hubiese clonado ya que con la digestio´n con EcoRI no se puede diferenciar bien del vector
porque tienen taman˜os my similares. En la Figura 4.8a se puede observar el mapa del
mono´mero BCTV-PeYD clonado en el vector pBS con los sitios de corte ScaI mientras
que en la Figura 4.8b se muestra la digestio´n de dicha clonacio´n obteniendo dos bandas,
una de 2,543 pb y otra de 3,386 pb aproximadamente.
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Figura 4.8: Digestio´n del mono´mero BCTV-PeYD clonado en el vector pBS con la enzima ScaI. a) Repre-
sentacio´n del mono´mero BCTV-PeYD clonado en el vector pBS con los sitios de corte ScaI. b) Digestio´n del
mono´mero BCTV-PeYD clonado en PBS con la enzima ScaI. Carriles: 1) clonacio´n del mono´mero BCTV-PeYD
en PBS digerido con ScaI; 2) marcador de peso molecular 1 Kb Plus.
Se selecciono´ una de las clonas que mostraron el inserto en la digestio´n y se mando
secuenciar al LAMBAMA, a esta construccio´n se le llamo´ pBS + mono´mero BCTV-
PeYD.
Clonacio´n del fragmento EcoRV/ScaI en pBS (construccio´n pBS + fragmen-
to EcoRV/ScaI).
Para la clonacio´n del fragmento que contiene el origen de replicacio´n en el vector pBS, se
realizo´ la digestio´n del fragmento EcoRV/ScaI con la enzimas de corte EcoRV y ScaI. En
la Figura 4.9a se puede observar el mapa de la construccio´n pBS + mono´mero BCTV-
PeYD con los sitios de corte EcoRV y ScaI. En la Figura 4.9b se muestra la digestio´n
de la construccio´n con las enzimas EcoRV y ScaI obteniendo 3 bandas: una de 1,129 pb,
otra de 1,414 pb (la cual contiene el origen de replicacio´n) y la u´ltima de 3,386 pb.
(a) (b)
Figura 4.9: Digestio´n de la construccio´n pBS + mono´mero BCTV-PeYD con las enzimas EcoRV y ScaI. a)
Representacio´n del mono´mero BCTV-PeYD clonado en el vector pBS con los sitios de corte EcoRV y ScaI.
b) Digestio´n del mono´mero BCTV-PeYD clonado en PBS con las enzimas EcoRV y ScaI. Carriles: 1) pBS +
mono´mero BCTV-PeYD sin digerir; 2-4) pBS + mono´mero BCTV-PeYD digerido con las enzimas EcoRV y
ScaI; 5) marcador de peso molecular 1 Kb Plus.
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Utilizando el kit Wizard, se purifico´ la banda de intere´s de 1,414 pb aproximadamente
ya que contiene el origen de replicacio´n necesario para hacer la construccio´n pBS +
hemid´ımero, obteniendo en el gel de agarosa una sola banda que se muestra en la Figura
4.10.
Figura 4.10: Purificacio´n de la banda que contiene el origen de replicacio´n. Carriles: 1) pBS + mono´mero
BCTV-PeYD sin digerir; 2-4) pBS + mono´mero BCTV-PeYD digerido con las enzimas EcoRV y ScaI; 5)
marcador de peso molecular 1 Kb Plus.
El vector pBS se digirio´ con la enzima SmaI para obtener extremos romos y as´ı poder
hacer la ligacio´n con el fragmento EcoRV/ScaI correspondiente. De la digestio´n, se
obtuvo una banda de 2,958 pb aproximadamente (Figura 4.11).
(a) (b)
Figura 4.11: Digestio´n del vector pBS + mono´mero BCTV-PeYD con la enzima SmaI. a) Representacio´n del
vector pBS con el sitio de corte SmaI. b) Digestio´n del vector pBS con la enzima SmaI. Carriles: 1) marcador
de peso molecular 1 Kb Plus; 2) vector pBS digerido con SmaI; 3) pBS sin digerir.
Una vez que se tuvieron digeridos el fragmento EcoRV/ScaI y el vector de clonacio´n,
ambos con extremos romos, se realizo´ ligacio´n (Figura 4.12a) y se transformaron ce´lulas
de E. coli con el producto de la ligacio´n. Se extrajo el ADN plasmı´dico de las clonas
obtenidas a partir de la transformacio´n (Figura 4.12b). Posteriormente, se realizo´ la
digestio´n del ADN plasmı´dico con la enzima de restriccio´n EcoRI para corroborar que
las clonas obtenidas tuvieran realmente el inserto de intere´s, esta digestio´n linealizo´ la
construccio´n obteniendo un banda de aproximadamente 4,354 pb (Figura 4.12c). Una vez
que se comprobo´ que las clonas ten´ıan el inserto deseado, se realizo´ otra digestio´n con las
enzimas EcoRI y BamHI para ver el sentido de la clonacio´n del fragmento EcoRV/ScaI;
la Figura 4.12d muestra el resultado de la doble digestio´n, en ella se observa una banda
de aproximadamente 2,940 pb correspondiente al vector y una 1,414 pb que corresponde
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al inserto de intere´s (fragmento EcoRV/ScaI con el origen de replicacio´n).
(a) (b)
(c) (d)
Figura 4.12: ADN plasmı´dico y digestio´n. a) Representacio´n del fragmento EcoRV/ScaI clonado en el vector
pBS con los sitios de corte EcoRI, EcoRV y BamHI. b) ADN plasmı´dico de las clonas obtenidas. Carriles: 1)
marcador de peso molecular 1 Kb Plus; 2-7) minipreparaciones de las clonas seleccionadas; 8) control negativo.
c) Digestio´n con la enzima EcoRI de las clonas seleccionadas. Carriles: 1) marcador de peso molecular 1 Kb
Plus; 2-7) digestio´n del ADN plasmı´dico de las clonas seleccionadas; 8) digestio´n del ADN plasmı´dico del
control negativo. d) Doble digestio´n con las enzimas EcoRI y BamHI de las clonas seleccionadas. Carriles: 1-2)
Doble digestio´n del ADN plasmı´dico de las clonas seleccionadas; 3)marcador de peso molecular 1 Kb Plus.
Se selecciono´ una de las clonas que conten´ıan al fragmento EcoRV/ScaI y se mando´
secuenciar al LANBAMA, la construccio´n se denomino´ pBS + fragmento.
Clonacio´n del hemid´ımero en pBS (construccio´n pBS + hemid´ımero).
Para la construccio´n del hemid´ımero la primero fue liberar el mono´mero BCVT-PeYD
del vector pBS, para lo cual se realizo´ doble digestio´n con las enzimas EcoRI y NgoMIV
(Figura 4.13a) ya que el taman˜o del virus y el vector son muy similares y de esta manera
se pueden diferenciar obteniendo tres bandas de 569, 2,389 y 2,971 pb aproximadamente,
adema´s que, solamente la banda correspondiente al mono´mero BCVT-PeYD (2,971 pb)
tiene los dos extremos EcoRI (Figura 4.13b). Tambie´n se digirio´ la construccio´ pBS +
fragmento EcoRV/ScaI con la enzima EcoRI para poder ligar el mono´mero BCVT-PeYD
y as´ı obtener el hemid´ımero, en la Figura 4.13b se puede observar una banda de 4,354
pb correspondiente a la digestio´n del fragmento EcoRV/ScaI.
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Figura 4.13: ADN plasmı´dico y digestio´n. a) Representacio´n del fragmento EcoRV/ScaI clonado en el vector
pBS con los sitios de corte EcoRI y NgoMIV. b) Doble digestio´n con EcoRI y NgoMIV de la construccio´n
pBS + mono´mero BCTV-PeYD y digestio´n con EcoRI de la construccio´n pBS + fragmento EcoRV/ScaI.
Carriles: 1-4) doble digestio´n del mono´mero BCTV-PeYD clonado en PBS con las enzimas EcoRI y NgoMIV;
5) marcador de peso molecular 1 Kb Plus; 6-7) digestio´n del fragmento EcoRV/ScaI clonado en pBS con la
enzima EcoRI.
Se transformaron ce´lulas de E. coli con el producto de la ligacio´n hecho entre el in-
serto correspondiente (mono´mero BCTV-PeYD) y la construccio´n pBS + fragmento
EcoRV/ScaI. Se realizo´ PCR de colonias seleccionadas con la combinacio´n de oligos
CurRep2GQ-Rev / Curto-CP190-For, la cual amplifica un fragmento de 1,710 pb apro-
ximadamente. En la Figura 4.14 se muestra la banda correspondiente al fragmento
amplificado de una de las colonias.
Figura 4.14: PCR de colonia del hemid´ımero clonado en pBS. Carriles: 1) marcador de peso molecular 1 Kb
Plus; 2-11)PCR de las colonias seleccionadas; 12) control negativo.
Una vez que se selecciono´ la clona que conten´ıa el hemid´ımero, se extrajo el ADN
plasmı´dico y se realizo´ la digestio´n con la enzima de restriccio´n EcoRI para corroborar
que la clona tuviera el inserto de intere´s, de esta digestio´n se obtuvieron 2 bandas de
aproximadamente 2,971 y 4,354 pb correspondientes al mono´mero BCTV-PeYD y a
la construccio´n pBS + fragmento EcoRV/ScaI respectivamente. Se realizo´ adema´s otra
digestio´n con la enzima SpeI para observar el sentido de clonacio´n de la construccio´n,
obteniendo bandas de 1,748 y 5,577 pb aproximadamente. En la (Figura 4.15 se puede
observar el mapa del hemid´ımero con sus sitios de corte EcoRI y SpeI (a), tambie´n se
puede observar la digestio´n con las enzimas EcoRI y SpeI (b).
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Figura 4.15: Digestio´n del hemid´ımero con las enzimas EcoRI y SpeI. a) Representacio´n del hemid´ımero
clonado en el vector pBS con los sitios de corte EcoRI y SpeI. b) Digestio´n del hemid´ımero con las enzimas
EcoRI y SpeI. Carriles: 1) marcador de peso molecular 1 Kb Plus; 2) Digestio´n parcial con la enzima EcoRI del
hemid´ımero clonado en pBS; 3) digestio´n con la enzima SpeI del hemid´ımero clonado en pBS. 4) minipreparacio´n
de la clona seleccionada.
Se mando´ secuenciar la clona al LANBAMA, se denomino´ esta´ construccio´n como pBS
+ hemid´ımero.
Construccio´n de sistema para monitorear temperatura (T) y humedad rela-
tiva (HR) de las plantas durante la infeccio´n con el hemid´ımero.
Con los datos obtenidos de la calibracio´n (Figura 4.16 a y b) se realizaron gra´ficas
comparativas donde se muestran la temperatura y humedad relativa obtenidas con el
sensor comercial y el DHT11. Se puede observar que el sensor DHT11 funciona para la
medicio´n de temperatura al mostrar valores muy cercanos al comercial, sin embargo, en
la medicio´n de HR. aunque las gra´ficas muestran el mismo comportamiento, en algunas
mediciones existen diferencias hasta del 15 % aunque los datos obtenidos del sensor
DHT11 son ma´s confiables ya que la HR no var´ıa tan dra´sticamente.
(a) (b)
Figura 4.16: Gra´ficas de temperatura y humedad relativa con los datos obtenidos del sensor comercial y del
DHT11. a) Gra´fica de temperatura. b) Gra´fica de humedad relativa
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Los datos de T y HR obtenidos de la medicio´n dentro de la ca´mara bioclima´tica se
muestran en las gra´ficas de la Figura 4.17 a y b. En la gra´fica de temperatura se puede
observar que se tienen variaciones de 0.5 a 1.5 ◦C por lo cual la medicio´n es aceptable ya
que la precisio´n es de ±2 ◦C y la ca´mara bioclima´tica se encuentra a 21 ◦C. La gra´fica de
humedad relativa muestra diferencias ma´ximas de 3 % teniendo una constante de 38 %
en la ca´mara bioclima´tica por lo cual el sensor utilizado en conjunto con el Arduino
UNO y el mo´dulo para micro SD resulta mejor para la medicio´n de esta variable que el
sensor comercial.
(a) (b)
Figura 4.17: Gra´fica de temperatura y humedad relativa obtenida con los datos de la ca´mara bioclima´tica y
el sensor DHT11. a) Gra´fica de temperatura. b) Gra´fica de humedad relativa.
Infeccio´n de plantas de Nicotiana benthamiana con la construccio´n pBS +
hemid´ımero por la te´cnica de biobal´ıstica.
Las infecciones se realizaron utilizando como modelo de estudio plantas de Nicotiana
benthamiana sanas con un promedio de cuatro hojas verdaderas; se utilizaron tres con-
troles negativos inoculados con agua destilada. Para evaluar la capacidad infectiva de
la construccio´n pBS + hemid´ımero BCTV-PeYD al momento de observar el desarrollo
de s´ıntomas se hicieron extractos de ADN total a partir de las plantas inoculadas y los
controles negativos y con la te´cnica de PCR se confirmo´ las presencia o ausencia de
BCTV-PeYD. Con la clona infectiva pBS + hemid´ımero BCTV-PeYD se inocularon
seis plantas de N. benthamiana de las cuales cinco mostraron desarrollo de s´ıntomas
a las 3 semanas post inoculacio´n siendo positivas para la presencia de BCTV-PeYD
al ser analizadas por PCR con los oligonucleo´tidos RepQWEFor / CurCP-450Rev. La
sintomatolog´ıa observada se caracterizo por clorosis foliar y retroceso en el crecimiento
(Figura 4.18), mientras que los controles negativos no mostraron alteraciones en su desa-
rrollo. El primer reporte sobre la existencia de BCTV-PeYD fue descrito en el an˜o 2009
en Nuevo Me´xico, Estados Unidos (Lam et al., 2009) y so´lo se limito´ a una descripcio´n a
nivel filogene´tico sin embargo, durante el presente trabajo, adema´s de la caracterizacio´n
filogene´tica, se disen˜o´ y fabrico´ un hemid´ımero basado en la secuencia de BCTV-PeYD
que mostro´ una alta eficiencia al momento de infectar un hue´sped natural como N.
benthamiana.
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(a) (b)
Figura 4.18: Plantas de Nicotiana benthamiana infectada por biobal´ıstica con el hemid´ıdero de BCTV-
PeYD. a) Planta de N. benthamiana infectada con el hemid´ımerdo de BCTV-PeYD b) Hoja de N. benthamina
infectada por bombardeo.
Cabe resaltar que de los curtovirus reportados hasta la fecha en Me´xico solo se ha logrado
obtener clonas infectivas de BCTV-Mld MX-P24 (Chen et al., 2010) siendo nuestra
construccio´n la segunda reportada para un curtovirus aislado en nuestro pa´ıs. BCTV-
Mld MX-P24 mostro´ capacidad para infectar de forma experimental a diversos cultivos
de intere´s econo´mico entre los que destacan N. benthamiana, chile, tomate, calabaza,
etc. Lo anterior establece la necesidad de en un futuro probar la construccio´n pBS + el
hemid´ımero BCTV-PeYD de forma experimental en otras plantas con la finalidad de
evaluar su rango de hospederos as´ı como la severidad de los posibles s´ıntomas causados
en campo por el curtovirus aislado durante el presente trabajo.
Clonacio´n del hemid´ımero en el vector binario pCambia (construccio´n pCam-
bia + hemid´ımero).
Para hacer esta construccio´n, primero se libero´ el hemid´ımeo del vector PBS realizando
digestio´n con las enzimas BamHI y HindIII, obteniendo 2 bandas de 2,928 y 4,397 apro-
ximadamente correspondientes al vector y hemid´ımero respectivamente (Figura 4.19).
(a) (b)
Figura 4.19: Digestio´n de la construccio´n pBS + hemid´ımero con las enzimas BamHI y HindIII. a) Repre-
sentacio´n de la construccio´n pBS + hemid´ımero con los sitios de corte BamHI y HindIII. b) Digestio´n del
hemid´ımero clonado en pBS con las enzimas BamHI y HindIII. Carriles: 1) marcador de peso molecular 1
Kb Plus; 2) Doble digestio´n parcial con las enzimas BamHI y HindIII del hemid´ımero clonado en pBS; 3-4)
digestio´n parcial con las enzimas BamHI y HindIII del hemid´ımero clonado en pBS; 4) hemid´ımero clonado en
pBS sin digerir.
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Posteriormente se realizo´ la purificacio´n de banda del hemid´ımero para poder clonarlo
en el vector binario, la Figura 4.20 muestra una banda de 4,397 pb aproximadamente
obtenida de la purificacio´n y correspondiente al hemid´ımero.
Figura 4.20: Purificacio´n de banda del hemid´ımero. Carriles: 1) marcador de peso molecular 1 Kb Plus; 2)
Purificacio´n de banda del hemid´ımero.
La digestio´n del vector binario pCambia se llevo´ a cabo con las enzimas BamHI y HindIII
para tener los mismos extremos que el hemid´ımero y poder ligarlos. En la Figura 4.21a
se observa la representacio´n del vector pCambia con sus sitios de corte BamHI y HindIII,
en esta misma figura (b) se muestra la digestio´n del vector donde se observa una banda
8,929 pb.
(a) (b)
Figura 4.21: Purificacio´n de banda del hemid´ımero. Carriles: 1) marcador de peso molecular 1 Kb Plus; 2)
Purificacio´n de banda del hemid´ımero.
Se transformaron ce´lulas de E. coli con el producto de la ligacio´n entre el inserto co-
rrespondiente y el vector binario pCambia. Se extrajo el ADN plasmı´dico de las clonas
obtenidas a partir de la transformacio´n de las ce´lulas de E. coli con el producto de
ligacio´n (Figura 4.22a). Posteriormente, se realizo´ doble digestio´n del ADN plasmı´dico
con las enzimas de restriccio´n BamHi y HindIII para corroborar que las clonas obteni-
das tuvieran el inserto de intere´s. La Figura 4.22b muestra el resultado de la digestio´n.
En ella se observan 2 bandas, una de aproximadamente 4,397 pb que corresponde al
hemid´ımero y otra de 8,929 pb correspondiente al vector.
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(a) (b)
Figura 4.22: ADN plasmı´dico y digestio´n. a) ADN plasmı´dico de las clonas obtenidas. Carriles: 1) marcador
de peso molecular 1 Kb Plus; 2-7) minipreparaciones de las clonas seleccionadas. b) Doble digestio´n con las
enzimas BamHI y HindIII de las clonas seleccionadas. Carriles: 1) marcador de peso molecular 1 Kb Plus; 2 y
4) digestio´n con BamHI y HindIII del ADN plasmı´dico de las clonas seleccionadas; 3 y 5) minipreparaciones
de las clonas seleccionadas.
Se selecciono´ una de las clonas y se mando´ secuenciar al LANBAMA, a esta construccio´n
se le llamo´ pCambia + hemid´ımero (Figura 4.23).
Figura 4.23: Representacio´n del hemid´ımero clonado en el vector binario pCambia con los sitios de clonacio´n
BamHI y HindIII.
4.3 Transformacio´n de Agrobacterium tumefaciens con la construccio´n
pCambia + hemid´ımero BCTV-PeYD
Para la agroinfiltracio´n lo primero que se realizo´ fue transformar, por electroporacio´n, la
bacteria Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101 con la construccio´n pCambia + hemid´ıme-
ro. De la transformacio´n, se seleccionaron 24 clonas de Agrobacterium, se les extrajo el ADN
plasmı´dico y se realizo´ PCR con la combinacio´n de oligos CurRep2GQ-Rev / Curto-Cp190-
For, la cual amplifica una fragmento de 1700 pb aproximadamente. En la Figura 4.24 se
observa el PCR hecho del ADN plasmı´dico de las colonias seleccionadas.
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Figura 4.24: PCR del ADN plasmı´dico de las clonas seleccionadas de Agrobacterium transformada. Carriles:
1) marcador de peso molecular 1 Kb Plus; 2-9) PCR de clonas seleccionadas; 10) control positivo; 11) sin
muestra; 12-20) PCR de clonas seleccionadas; 21) control positivo; 22) sin muestra; 23-25) PCR de clonas
seleccionadas; 26) sin muestra; 27) control positivo; 28) sin muestra; 29-32) PCR de clonas seleccionadas; 33)
control negativo.
La intencio´n de disen˜ar una construccio´n basada en el vector pCambia y el hemid´ımero
BCTV-PeYD fue la de transformar a la cepa GV3101 de A. tumefaciens y al mismo tiempo
generar una herramienta molecular que permita a corto plazo expresar genes fora´neos en
plantas de intere´s econo´mico para darles una caracter´ıstica espec´ıfica, obtencio´n de l´ıneas
transge´nicas resistentes a curtovirus (Yang et al., 2004), establecer una base de datos que
permita identificar mediante el ana´lisis de ima´genes plantas afectadas por BCTV-PeYD y as´ı
orientar mediante una aplicacio´n a los productores sobre que´ tipo de afectacio´n padecen sus
cultivos y a partir de ah´ı implementar te´cnicas de prevencio´n y manejo de la enfermedad.
Cabe resaltar que cuando una planta es infectada por un pato´geno sufre cambios a nivel de
expresio´n gene´tica los cuales en la mayor´ıa de los casos activan genes que producen prote´ınas
de defensa contra el agente infeccioso sin embargo, existen casos en los que los genes activados
pueden favorecer la infeccio´n viral y es por eso que es importante tener una te´cnica que
a diferencia de la biobal´ıstica no fuera transitoria si no que sea permanente como la que
ofrece A. tumefaciens al insertar el genoma viral de BCTV-PeYD en forma de hemid´ımero
dentro del genoma de la planta infectada facilitando el ana´lisis de la expresio´n diferencial de
genes mediante programas de computacio´n especializados. Cabe mencionar que tal estudio
se ha reportado solo en begomovirus (Ascencio-Iban˜ez and Settlage, 2007) y para el caso de
curtovirus no existe informacio´n alguna.
4.4 Obtencio´n de las ima´genes y creacio´n de la base de datos.
Infeccio´n por biobal´ıstica.
De las plantas infectadas por bombardeo se obtuvieron ima´genes de la sintomatolog´ıa
presentada por el curtovirus BCTV-PeYD. Las ima´genes se transformaron a los espacios
de color RGB y HSV para obtener caracter´ısticas que pudieran ayudar al ana´lisis digital
de los s´ıntomas obtenidos. En las Figuras 4.25 y 4.26 se muestran las ima´genes de una
planta y una hoja de N. benthamiana respectivamente que muestran amarillamiento,
t´ıpico de la infeccio´n, y su transformacio´n al espacio de color RGB.
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(a)
(b) (c) (d)
Figura 4.25: Planta de N. benthamiana infectada por bombardeo y su transformacio´n al espacio de color
RGB. a) Planta de N. benthamiana infectada a color. b) Canal rojo (R = red). c) Canal verde (G = green).
d) Canal azul (B = blue).
(a)
(b) (c) (d)
Figura 4.26: Hoja de N. benthamiana infectada por bombardeo y su transformacio´n al espacio de color RGB.
a) Hoja de N. benthamiana infectada a color. b) Canal rojo (R = red). c) Canal verde (G = green). d) Canal
azul (B = blue).
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En las Figuras 4.27 y 4.28 se muestran la imagen de una planta y una hoja de N.
benthamiana respectivamente que muestran amarillamiento, t´ıpico de la infeccio´n, y su
transformacio´n al espacio de color HSV.
(a)
(b) (c) (d)
Figura 4.27: Planta de N. benthamiana infectada por bombardeo y su transformacio´n al espacio de color
HSV. a) Planta de N. benthamiana infectada a color. b) Canal de tono (H). c) Canal de saturacio´n (S). d)
Canal de volumen (V).
(a)
(b) (c) (d)
Figura 4.28: Hoja de N. benthamiana infectada por bombardeo y su transformacio´n al espacio de color HSV.
a) Planta de N. benthamiana infectada a color. b) Canal de tono (H). c) Canal de saturacio´n (S). d) Canal de
volumen (V).
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Al realizar las transformaciones a estos dos espacios de color se pueden obtener ca-
racter´ısticas tales como los bordes de las hojas y la diferencias de color en las a´reas
analizadas lo cual es de suma importancia para la deteccio´n de la enfermedad causada
por el BCTV-PeYD. Al realizar la transformacio´n al espacio RGB se pueden definir los
cambios en la coloracio´n de la planta lo cual resulta u´til cuando se tiene presencia de
mosaicos o algu´n tipo de moteados (Gonza´lez Pe´rez, 2014) incluso para la identificacio´n
de manchas bacterianas (Contreras Medina, 2012) as´ı como deficiencias nutricionales
(Mercado Luna, 2010). El espacio de color HSV brinda detalles sobre la deformacio´n
foliar sin embargo, es necesario hacer operaciones a las ima´genes mediante algoritmos
para obtener la informacio´n deseada y poder detectar y cuantificar los s´ıntomas causa-
dos por el pato´geno de intere´s.
El procesamiento digital de ima´genes es una herramienta poderosa al realizar los ana´li-
sis in situ y en tiempo real lo que permite dar diagno´sticos oportunos y hacer acciones
correctivas en poco tiempo evitando la diseminacio´n de la enfermedad. Al no ser un
me´todo destructivo se puede llevar a una aplicacio´n que sea amigable y se pueda utili-
zar en cualquier sitio.
Conclusiones
Se confirmo´ por primera vez en Me´xico la presencia de una nueva variante de BCTV-
PeYD afectando cultivos de chile en Zacatecas.
Se caracterizo´ biolo´gicamente al curtovirus aislado durante el presente trabajo mediante
biobal´ıstica usando el vector de expresio´n temporal pBS + hemid´ımero BCTV-PeYD.
Se genero´ una cepa de A. tumefaciens GV3101 transformada con la construccio´n pCAM-
BIA + hemid´ımero BCTV-PeYD.
La construccio´n generada servira´ para infectar nuevos hospederos con la finalidad de
incrementar el nu´mero de ima´genes basadas en la sintomatolog´ıa causada por BCTV-
PeYD en diferentes cultivos.
Se realizo´ el ana´lisis de ima´genes en los espacios de color RGB y HSV y se observo´ que
se pueden obtener caracter´ısticas como el cambio de coloacio´n y la deformacio´n foliar.
Existen otros espacios de color que pueden proporcionar informacio´n para la deteccio´n
y cuantificacio´n de los s´ıntomas causados por la construccio´n pCAMBIA + hemid´ımero
BCTV-PeYD.
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Anexos
Anexo 1
Extraccio´n de ADN geno´mico CTAB 3 %
1. Al tejido molido (0.1 mL del tubo eppendorf) adicionar 1,000 µL de CTAB y mezclar
(vortex) hasta que la mezcla sea homoge´nea.
2. Incubar a 55 ◦C durante 30 min y mezclar cada 5 min.
3. Despue´s de la incubacio´n dejar en hielo 5 min.
4. Centrifugar a 13,400 rpm durante 10 min.
5. Se recupera la fase acuosa y se transfiere a un tubo limpio.
6. Agregar un volumen equivalente de cloroformo/alcohol isoamı´lico (24:1) y mezclar (in-
mersio´n).
7. Centrifugar a 13,400 rpm por 10 min.
8. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio y agregar 800 µL de isopropanol fr´ıo, mezclar
por inversio´n y dejar 30 min a -20 ◦C o 1 hora en hielo.
9. Centrifugar a 13,400 rpm por 10 min.
10. Eliminar el sobrenadante y lavar 2 veces con etanol al 70 %. Secar la pastilla.
11. Resuspender con 50 µL de TE.
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Anexo 2
Transformacio´n por choque te´rmico de ce´lulas competentes de
calcio de Escherichia coli top 10
1. Descongelar las ce´lulas en hielo (8 a 10 min).
2. Agregar 5 µL de la ligacio´n al tubo de las ce´lulas.
3. Dejar en reposo por 10 min en hielo.
4. Poner en termoblock 1 min 30 s a 42 ◦C.
5. Pasar el tubo a hielo por 10 min.
6. Agregar 500 µL de LB l´ıquido este´ril
7. Poner el tubo en agitacio´n constante por 1 h 30 min a 37 ◦C.
8. Centrifugar 1 min a 13,000 rpm y eliminar 300 µL del medio.
9. Resuspender la pastilla con el medio restante.
10. Plaquear 100 µL.
Anexo 3
Minipreps para el aislamiento del pla´smido
1. Inocular una colonia en 3 mL de LB l´ıquido con el antibio´tico adecuado durante 18-4
horas a 37 ◦C.
2. Centrifugar los 3 mL del ino´culo a 13,000 rpm durante 3 min y decantar el sobrenadante.
3. Agregar 100 µL de la solucio´n Birnboim I, resuspender la pastilla de ce´lulas en el vortex.
4. Reposar los tubos durante 5 min en hielo.
5. Agregar 200 µL de la solucio´n Birnboim II (preparar en el momento) y mezclar por
inversio´n.
6. Reposar los tubos durante 5 min en hielo.
7. Adicionar 150 µL de la solucio´n Birnboim III y mezclar por inversio´n.
8. Reposar los tubos de 15 a 30 min en hielo.
9. Centrifugar durante 20 min a 13,400 rpm, transferir el sobrenadante a otro tubo.
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10. Agregar 2 µL de RNAsa y dejar a temperatura ambiente durante 25 min.
11. Agregar 50 µL de acetato de sodio para favorecer la precipitacio´n del DNA plasmı´dico.
12. Agregar 600 µL de isopropanol fr´ıo (precipitar el DNA plasmı´dico)
13. Dejar a -70 ◦C por 2 hrs o a -20 ◦C por 15 min o 1 h.
14. Centrifugar 10 min a 13,000 rpm, decantar el sobrenadante.
15. Agregar 1,000 µL de etanol al 70 % (para lavado).
16. Centrifugar a 13,000 rpm durante 5 min, decantar el sobrenadante y secar.
17. Resuspender con 20 a 50 µL de agua mili Q (dependiendo del taman˜o de la pastilla) y
almacenar -20 ◦C.
Anexo 4
Purificacio´n de DNA por columna con kit Wizard
1. Agregar 1 volumen de la “Membrane Binding Solution” y mezclar un poco.
2. Colocar la mezcla en la columna e incubar durante 1 minuto a temperatura ambiente.
3. Centrifugar durante 1 min a 13,000 rpm. Desechar l´ıquido del tubo colector.
4. Agregar 700 µL de “Membrane Wash Solution” al centro de la membrana.
5. Centrifugar durante 1 min a 13,000 rpm . Desechar l´ıquido del tubo colector.
6. Agregar 500 µL de “Membrane Wash Solution” al centro de la membrana.
7. Centrifugar durante 5 min a 13,000 rpm .
8. Transferir las columnas a tubos nuevos de 1.5 mL.
9. Agregar 30 µL de agua miliQ este´ril (e´sto depende de la concentracio´n del ADN) e
incubar durnte 1 min a temperatura ambiente.
10. Centrifugar durante 1 min a 13,000 rpm.
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Anexo 5
Templiphi
1. Utilizar 1.0 µL de la muestra y mezclar con 5 µL del “Sample buffer”.
2. Desnaturalizar durante 3 minutos a 95 ◦C y colocar ra´pidamente en hielo.
3. Para una reaccio´n preparar una mezcla de:
5.0 µL de “Reaction buffer”.
0.2 µL de “Enzyme Mix”.
0.1 µL de “dNTP’s” 10mM.
4. Agregar 5.0 µL de la mezcla del paso anterior a cada muestra procesada.
5. Incubar durante toda la noche a 30 ◦C.
6. Inactivar la enzima incubando durante 10 minutos a 65 ◦C.
Anexo 6
Purificacio´n de productos de PCR por columna con kit Jena
Bioscience
1. Preparacio´n de la muestra esta´ndar:
Para taman˜os de fragmentos en el rango de 200 a 5,000 pb:
• Agregar 5 volu´menes de “Buffer de unio´n” para un volumen de DNA. Mezclar
perfectamente.
Para fragmentos cuyos taman˜os son menores de 200 pb o mayores a 5,000 pb:
• Agregar 3 volu´menes de “Buffer de unio´n” y 2 volu´menes de isopropanol para
un volumen de DNA y mezclar muy bien.
2. Activacio´n de la columna:
Colocar la columna en el tubo colector.
Agregar en el centro de la columna 100 µL de “Buffer de activacio´n”.
Centrifugar a 10,400 rpm por 30 segundos y desechar el l´ıquido recolectado.
3. Cargar en la columna:
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En la columna activada, colocar la mezcla con la muestra del paso 1.
Centrifugar a 10,400 rpm por 30 segundos.
Descartar el l´ıquido recolectado.
4. Lavado de la columna:
Colocar la columna nuevamente en el tubo colector.
Agregar a la columna 700 µL de “Buffer de lavado”.
Centrifugar a 10,400 rpm por 30 segundos y descartar el l´ıquido filtrado.
Centrifugar nuevamente por 2 minutos para remover residuos del buffer de lavado.
5. Elucio´n:
Colocar la columna sobre un tubo nuevo y limpio de 1.5 µL.
Agregar de 30-50 µL de “Buffer de elucio´n” o agua miliQ este´ril en el centro de la
membrana en la columna.
Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto.
Centrifugar a 10,400 rpm por 1 minuto para eluir el DNA.
Anexo 7
Maxipreps (basado en el me´tdo de Birnboim)
1. Inocular una colonia en un matraz con 200 mL de medio LB con antibio´tico e incubar
durante toda la noche a 37 ◦C en agitacio´n constante a 200 rpm.
2. Colectar las ce´lulas centrifugando a 6,000 rpm por 10 minutos.
3. Eliminar el sobrenadante, escurrir sobre servitoallas y resuspender con vortex en 5 mL
de solucio´n Birnboim I.
4. Adicionar 10 mL de la solucio´n Birnboim II (preparar en el momento) y mezclar por
inversio´n.
5. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.
6. Agregar 7.5 mL de la solucio´n Birnboim III y mezclar por inversio´n.
7. Colocar en hielo durante 10 minutos.
8. Centrifugar a 10,000 rpm por 10 minutos.
9. Transferir el sobrenadante a tubos sorvall de 40 mL.
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10. Adicionar 18 mL de isopropanol (0.8 vol. aproximadamente) y mezclar por inversio´n 10
veces.
11. Reposar 20 minutos en hielo.
12. Centrifugar a 10,000 rpm por 20 minutos y eliminar el sobrenadante.
13. Lavar la pastilla con 5 mL de etanol al 70 %.
14. Centrifugar a 10,000 rpm por 5 minutos.
15. Eliminar el sobrenadante y secar en servitoallas.
16. Resuspender en 500 µL de TE pH 8, transferir a microtubos de 1.5 mL.
17. Adicionar 1 vol. de fenol:cloroformo y mezclar en vortex.
18. Centrifugar a 13,000 rpm por 3 minutos y transferir el sobrenadante a tubos nuevos.
19. Agregar 10 µL de RNAsa e incubar a temperatura ambiente por 30 minutos.
20. Adicionar 1/10 vol. de acetato de sodio 3M y 2 vol. de eteanol absoluto.
21. Colocar en hielo durante 15 minutos.
22. Centrifugar a 13,000 rpm durante 10 minutos.
23. Lavar la pastilla con 500 µL de etanol al 70 %.
24. Centrifugar a 13,000 rpm por 3 minutos, eliminar el sobrenadante y secar en servitoalla.
25. Resuspender en 250 µL de TE pH 8.
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Anexo 8
Programa implementado en el Arduino UNO para monitorear
temperatura y humedad relativa.
1 S e r i a l . begin (9600) ;
2 pinMode (5 , OUTPUT) ; // DHT11 GND
3 pinMode (7 , OUTPUT) ; // DHT11 Vcc
4 pinMode (6 , INPUT PULLUP) ; // DHT11 pin de l e c t u r a
5 pinMode ( ch ipSe l e c t , OUTPUT) ; // Pin s e l e c c i o n a d a o para l a SD card
6
7 d i g i t a l W r i t e (7 , HIGH) ; // Damos t en s i on a l DHT11
8 d i g i t a l W r i t e (5 , LOW) ;
9
10 i f ( ! SD. begin ( c h i p S e l e c t ) )
11 error (”No hay t a r j e t a SD. ” ) ;
12 else
13 S e r i a l . p r i n t l n (” Tar jeta SD i n i c i a l i z a d a . ” ) ;
14
15 // Creamos e l f i c h e r o de r e g i s t r o
16 char f i l ename [ ] = ”LOGGER00.CSV” ;
17 for ( u i n t 8 t i = 0 ; i < 100 ; i++)
18 {
19 f i l ename [ 6 ] = i /10 + ’ 0 ’ ;
20 f i l ename [ 7 ] = i %10 + ’0 ’ ;
21 i f ( ! SD. e x i s t s ( f i l ename ) ) // S i no e x i s t e e l f i c h e r o , l o creamos
22 {
23 l o g f i l e = SD. open ( f i l ename , FILE WRITE) ;
24 break ;
25 }
26 }
27 i f ( ! l o g f i l e )
28 error (”No se pudo c r ea r e l f i c h e r o de r e g i s t r o ”) ;
29
30 S e r i a l . print (” Registrando en : ”) ; S e r i a l . p r i n t l n ( f i l ename ) ;
31
32 l o g f i l e . print (” Tempeatura ”) ;
33 l o g f i l e . p r i n t l n (”Humedad”) ;
34 }
35
36 void loop ( )
37 {
38 i n t e r r ;
39 f l o a t temp , hum;
40
41 i f ( ( e r r = dht11 . read (hum, temp ) ) == 0) // S i devuelve 0 es que ha
l e i d o bien
42 {
43 temp= temp − 2 . 5 ; // Ajuste de l s enso r
44
45 l o g f i l e . print ( count ) ;
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46 l o g f i l e . print (” , ”) ;
47 l o g f i l e . print ( temp ) ;
48 l o g f i l e . print (” , ”) ;
49 l o g f i l e . p r i n t l n (hum) ;
50 i f ( count++ > 10 )
51 { l o g f i l e . f l u s h ( ) ; // Para f o r z a r l a e s c r i t u r a en l a SD
52 count = 0 ;
53 }
54 i f ( eco )
55 {
56 S e r i a l . print ( count ) ;
57 S e r i a l . print (” , ”) ;
58 S e r i a l . print ( temp ) ;
59 S e r i a l . print (” , ”) ;
60 S e r i a l . p r i n t l n (hum) ;
61 }
62 }
63 else
64 {
65 S e r i a l . p r i n t l n ( ) ;
66 S e r i a l . print (” Error Num : ” ) ;
67 S e r i a l . print ( e r r ) ;
68 S e r i a l . p r i n t l n ( ) ;
69 }
70 delay (60000) ; // Tiempo que tarda en l e e r , por ejemplo 1000 = 1
seg
71 }
72
73 void error ( char ∗ s t r )
74 {
75 S e r i a l . print (” error : ”) ;
76 S e r i a l . p r i n t l n ( s t r ) ;
77
78 while (1 ) ;
79 }
Anexo 9
Infeccio´n de plantas por la te´cnica de biobal´ıstica.
Preparacio´n de las part´ıculas de tungsteno usadas para la transformacio´n por biobal´ıstica.
Limpieza de part´ıculas.
1. Pesar 60mg de part´ıculas de tungsteno (M10, BioRad) y ponerlos en un microtubo
de 2mL.
2. Resuspender en 2 mL de a´cido n´ıtrico (HNO3) 0.1 N y sonicar 20 minutos. Revisar
continuamente que las part´ıculas este´n resuspendidas.
3. Centrifugar a 10,000 rpm por 2 minutos.
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4. Eliminar el sobrenadante y agregar 2 mL de etanol absoluto y sonicar brevemente.
5. Centrifugar a 10,000 rpm durante 2 minutos.
6. Eliminar el sobrenadante y resuspender en 1 mL de agua desionizada este´ril.
7. Asegura´ndose de que las part´ıculas este´n bien resuspendidas dividir el mL contenido
en el tubo en 4 tubos (250 µL en cada tubo).
8. Agregar a cada tubo 750 µL de agua desionizada este´ril.
9. La concentracio´n final de tungsteno en cada tubo es de 15 µg/µl. 10.- Almacenar
a -20 ◦C.
Recubrimiento de las part´ıculas de tungsteno con el DNA.
1. Poner en un microtubo de 1.5 mL (tubo eppendorf) el DNA a utilizar.
2. Agregar 50 µL de part´ıculas de tungsteno (equivalente a 50 µg).
3. Agregar 50 µL de cloruro de calcio (CaCl2) 2.5 M.
4. Agregar 20 µL de espermidina 0.1 M.
5. Sonicar brevemente (hasta que las part´ıculas se vean resuspendidas).
6. Centrifugar por 10 segundos a 10,000 rpm.
7. Tirar el sobrenadante y agregar 400 µL de etanol absoluto.
8. Centrifugar por 10 segundos a 10,000 rpm.
9. Tirar el sobrenadante y resuspender en 60 µL de etanol absoluto.
10. Colocar 10 µL de las part´ıculas en las membranas acarreadoras para biobalistica.
Dejar secar y proceder con el bombardeo.
Anexo 10
Transformacio´n de Agrobacterium tumefaciens GV3101 me-
diante electroporacio´n
Primero se tiene que configurar el electroporador Bio-Rad antes de sacar las ce´lulas con
las siguientes condiciones:
Voltaje 2,500 V
Capacitancia 25 µF
Resistencia 400 ohms
Celda 0.2 cm
1. Sacar un tubo con ce´lulas electro-competentes del ultracongelador y colocar en hielo (no
ma´s de 2 minutos).
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2. Agregar al tubo 1-5 µL (0.2 a 2.0 µg) de DNA y transferir la mezcla (ce´lulas /DNA) a
un celda fr´ıa.
3. Limpiar la celda con papel Kimwipe y colocarla correctamente dentro de la ca´mara de
la celda.
4. Presionar el boto´n de pulso y esperar a que se escuche un ligero ruido (click).
5. Inmediatamente despue´s agregar 500 µL de medio SOC a la celda.
6. Usando una pipeta Pasteur, transferir el contenido de la celda en un tubo con medio
SOC de 1 mL. (puede ser en un tubo de 15 mL o un eppendorf de 5 mL).
7. Incubar el tubo a 28 ◦C de 2 a 4 horas en agitacio´n constante (150-200 rpm).
8. Concentrar las ce´lulas a 3000 rpm por 3 minutos.
9. Resuspender la pastilla en 500 µL de medio SOC y sembrar 100 µLen masivo en placas
con el antibio´tico de seleccio´n (kanamicina 50 µg/mL).
Nota: las muestras de ADN tienen que estar purificadas por columna o precipitadas
antes de electroporarse.
Anexo 11
Agroinfiltracio´n con Agrobacterium tumefaciens GV3101 trans-
formada
Primero se tiene que configurar el electroporador Bio-Rad antes de sacar las ce´lulas con
las siguientes condiciones:
1. Inocular 30 mL de medio SOC con Agrobacterium previamente transformada; agregar los
antibio´ticos apropiados (gentamicina 25-50 µg/mL, rifampicina 15 µg/mL y kanamicina
50 µg/mL) y crecer toda la noche a 28 ◦C a 200 rpm.
2. Colectar las ce´lulas centrifugando a 2,500 g por 10 minutos a temperatura ambiente.
3. Remover el sobrenadante y resuspender en 5 mL buffer de infiltracio´n.
4. Repetir el paso 2 y 3.
5. Medir la absorbancia a 600nm. La concentracio´n no debe ser mayor de1.5 e idealmente
debe ser de 0.7.
6. Diluir la concentracio´n de ce´lulas con buffer de infiltracio´n so´lo si es necesario utilizando
la fo´rmula C1V1=C2V2.
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7. Seleccionar las hojas que sera´n infiltradas de las plantas, se deben seleccionar las hojas
ma´s grandes ya que es ma´s fa´cil de agroinfiltrarlas.
8. Con una jeringa este´ril sin aguja tomar 1mL de ce´lulas en suspensio´n.
9. Frotar suavemente el enve´s de la hoja con la jeringa (sin aguja) para remover la cut´ıcula
cerosa. Esto facilita la agroinfiltracio´n ya que se necesita aplicar menos presio´n en el
embolo lo que reduce la probabilidad de dan˜ar la hoja.
10. 10. Presionar suavemente el embolo, el l´ıquido se difundira´ en la hoja.
11. Agroinfiltrar las hojas deseadas, es recomendable que sea una sola hoja por rama y 100
µL por hoja para ensayos de expresio´n transitoria.
12. Llevar las plantas a ca´mara de crecimiento, regar perio´dicamente.
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